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RESUMEN

En esta tesis analizamos algunos pardmetros importantes de la reaccién
Ag-Ab involucrados en la formacién de complejos inmunes, y la vinculacion de la
forma y tamaiio de estos complejos en el disparo de diversos fendmenos biologicos.
Los parimetros estudiados fueron la concentracion de los reactantes y la valencia
del Ag en distintos sistemas: fijacién de hapteno en ausencia y presencia de un Ag
competidor, inhibicion de la reaccion de hemaglutinacion con antigenos distinta-
ménte substituidos, evocacién de hipersensibilidad cutdnea activa en cobayos
inmunizados con distintas valencias, e induccién de la contraccién del musculo liso
traqueal de cobayo con diferentes complejos Ag-Ab.

En la fijacion de hapteno en presencia de un competidor, se observé que al
increm_entar la concentracién del competidor disminuy6 la proporcién de sitios
activos ocupados por hapteno (r}'{) y se increment6 la proporcion de sitios acti-
vos ocupados por el Ag competidor (r‘;‘ ). Este efecto se vi6 mds marcado cuando
se utilizaron como antigenos competiQorcs DNP, ;BSAy DNP, 9BSA, y menos con
DNP,BSA.

En la distribucion de los complejos Ag-Ab, se observé que el incremento en
la concentracion de Ag desplaz6 al complejo predominante hacia valores bajos
de:la valencia promedio (7)., Las valencias de los antigenos recalcu]édas por re-
gresion de 1 en log | A |o no ceincidieron con las valencias calculadas espectro-
fotométricamente.

En los experimentos de inhibicion de Ja hemaglutinacién con antigenos



diferentemente substituidos con un hapteno, se encontré que el grado de inhibi-
cién estaba relacionado con el niimero de grupos hapténicos portados por el aca-
rreador, de tal manera que a mayor substitucion del Ag se obtenfa mayor inhibi-
cién de la hemaglutinaci6n.

Los resultados de hipersensibilidad cutdnea activa en cobayos mostraron
que los antigenos pobremente substituidos no evocaron hipersensibilidad mien-
tras que los que tienen mayor nimero de determinantes antigénicos si lo hicie-
ron, y el didgmetro del eritema producido aument6 conforme se incrementaba la
concentracién de Ag hasta llegar a un mdximo, permaneciendo constante ain a
mayores concentraciones de Ag, lo cual sugiere la existencia de un complejo
inmune éptimo.

En los estudios de la contraccion del musculo liso traqueal de cobayo, se en-
sayaron tres !par:imetros: concentracién del antisuero sensibilizante del misculo
traqueal, la concentracién del Ag y la valencia del mismo. De estas tres varia-
bles la que resultdé claramente significativa fue la concentraci6n del antisuero
tanto en un andlisis no paramétrico como en el andlisis de variancia. La concen-
tracién de Ag y la valencia por si solos resultaron poco relevantes en este fen6-
meno en los dos tipos de andlisis estadfsticos, aunque en el andlisis de variancia
se observo que la interaccién de la concentracién de Ag con la valencia se acerca-
ba a los Hmites de la significancia estadfstica. Usando la prueba de X? de Fisher
de agregacion de las probabilidades, las tres variables resultaron significativas.
Ambos andlisis sugieren Ia,existencia de un complejo Ag-Ab 6ptimo para el dis-

paro de la serie de eventos que termina en la contracciéon muscular.



Analizando los resultados en forma global podemos decir que la concen-
tracién de Ig fue el pardmetro principal en la formacion de complejos inmunes
y del disparo de ;:ada uno de los eventos biolégicos revisados en este trabajo. La
concentracion del Ag y la valencia del mismo también fueron importantes en la
formacién de agregados moleculares 6ptimos, de manera variable para cada fe-
némeno estudiado. Concluimos que efectivamente, el disparo de cada fenéme-
no mediado inmunolégicamente ecxige distintos eventos inmunes, aunque para
una comprensién mds exacta del papel de los complejos inmunes se deberin anali-

zar rangos de valencia més bajos.
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INTRODUCCION



La formaci6n de complejos antfgeno-anticuerpo (Ag-Ab) ocurre normalmen-
te cuando los vertebrados se enfrentan a una molécula o partfcula extrafia (ant{ge-
no, Ag) capaz de inducir la sintesis de anticuerpos. Este proceso puede resultar
benéfico para el huéspéd al neutralizar o eliminar algunas moléculas de naturaleza
antigénica a través del sistema fagocftico mononuclear (1,2). Sin embargo, estos
complejos inmunes, bajo ciertas condiciones, cambian su molecularidad y se de-
positan en vasos y tejidos produciendo lesiones multiples por diversos mecanismos
como activacion del complemento, liberacion de histamina, etc. (3), Todavia no
estd claro cual es la participacién de los complejos inmunes en la regulacién de la
respuesta inmune y en su vinculaciéon con el resto del organismo, pero sf que in-
teraccionan con receptores de inmunoglobulinas en la superficie de linfocitos
T y B y macréfagos (4), logrando asf ejercer presiones regulatorias sobre ¢l sistema
inmune y sobre otros sistemas orgdnicos. En esta tesis examinamos la relacion que
existe entre los complejos inmunes y su capacidad para desencadenar distintos
fendmenos bioldgicos a través de un complejo Ag-Ab éptimo.

La interacciébn de un Ag con el anticuerpo (Ab) respectivo produce milti-
ples complejos Ag-Ab, los que varfan de tamafio, forma y calidad dependiendo
de multiples variables relacionadas con los reactantes y con el medio en el que
ocurre la reaccidn. Entre las relacionadas con los reactantes sobresale la concen-
tracion y la valencia de los mismos y la afinidad y la clase de inmunoglobulina
(Ig) involucrada. Entre las variables relacionadas con el medio en el que acontece
la reaccion Ag-Ab se distinguen el pH, la concentraci6n de sales, la concentracion

de iones metdlicos y la de las proteinas en solucién (5,6,7,8).
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- En cuanto al Ag, son sus caracterfsticas fisicoquimicas valencia, peso molecular, y

composicion quimica, las mds importantes. Asf se ha visto que los Ag monovalen-
tes no forman agregados (2.9) y se ha demostrado la influencia de la multivalencia

del Ag el[la constante de afinidad de la reaccion Ag-Ab (10), y en la cantidad y

A._'-‘r-.— .

afinidad de los Ab inducidos exi la respuesta inmune primaria (1 l) La concentra-
cion relativa de los reactantes también determina el peso molecular de los comple-
jos: en exceso de Ag 6 en exceso de Ab. En exceso de Ag se obtienen complejos
pequeiios que no fijan complemento y que no desencadenan procesos inflamato-
rios, (2). Los complejos inmunes formados en exceso de Ab son grandes e insolu-
bles, capaces de fijar complemento, pero también son rdpidamente fagocitados,
disminuyendo as{ su vida media y, por ende, su oportunidad de disparar eventos
biolbgicos. (2).

Parece inescapable inferir del breve resumen anterior que el efecto biolo-
gico de la respuesta inmune (proteccion, dafio, regulacion) puede depender en
buena medida del tipo de complejo inmune formado. Dilucidar las variables que
determinan al complejo inmune, seguramente facilitard el entendimiento y el
control de esta fenomenologia.

Aqui se propone la formacion de un complejo Ag-Ab déptimo, con carac-
terfsticas vinicas en lo que respecta a peso molecular y composicion quimica, para
desencadenar cada uno de los diversos procesos mediados por complejos inmunes,
tanto dafiinos (enfermedad del suero, choque anafildctico, lupus eritematosus
sistémico, liberacion de histamina, etc.) (2,3,12), como benéficos (fagocitosis,

facilitacion de la respuesta inmune, etc.) (1,13,14).



La demostraciébn de esta hipdtesis (formacién de un complejo Ag-Ab 6pti-
mo) ayudarfa a entender el mecanismo fisiologico de los fenémenos mediados por
complejos inmunes, asi como plantear algunas medidas para eliminar complejos
Ag-Ab (15} cuando estos medien efectos nocivos.

El estudio de la formacién de un complejo Ag-Ab éptimo se enfoco desde
dos puntos de vista:

a) Elaspecto f{sico-quimico de la reaccion Ag-Ab.
b) El papel de distintos complejos Ag-Ab cn sistemas bioldgicos.

Para explorar el aspecto fisico-qufmico de la reaccion Ag-Ab en lo que se
refiere a las condiciones que favorecen cierto tipo de complejos por distintas
valencias del Ag se hicieron experimentos de didlisis en equilibrio. Para evaluar la
participacién de complejos inmunes de distintas composiciones en sistemas biol6gi-
cOs se hiciell'on experimentos de inhibicion de la hemaglutinacion pasiva,de hiper-

L {
sensibilidad cutdnea activa, y de contraccion muscular (ensayo de Schultz-Dale).
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ASPECTO FISICO-QUIMICO DE LA REACCION ANTIGENO-ANTICUERPO

a) EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ANTIGENO POLIVANTE EN LA
DISTRIBUCION DE LOS DISTINTOS COMPLEJOS ANTIGENO—-ANTICUERPO
El estudio de la reaccién antigeno-anticuerpo se ve dificultado principal-
mente por la gran velocidad de la reaccion, la polivalencia de los reactantes que
resulta en multiples productos y la habitual similitud fisico-quimica entre el
antfgeno y el anticuerpo que dificulta la estimacién de las concentraciones de
los productos y reactantes durante el desarrollo y en el equilibrio de la reaccion.
Aqui proponemos un sistema para estudiar la distribucién de los diferentes com-
plejos antigeno-anticuerpo en el equilibrio de reacciones entre antigenos multi-
substituidos con algiin hapteno y anticuerpos antihapteno.
El método descansa en la competencia por los sitios activos del anticuerpo
que se establece entre el antigeno conjugado y el haptepo radiactivo y en las

ecuaciones de Klotz (16), para asociaciones multiples.

LA REACCION EN AUSENCIA DE COMPETIDOR

La reaccion del hapteno (H) monovalente con un sitio activo del anticuerpo

3

(S) en ausencia de competidor es:

Kk,
H+ S+ HS
K,
y la constante de afinidad (k): '
k1 |HS|
- ] (1)

ks |H| 8]



La ecuacion (1) también suele presentarse como la proporcion de sitios

activos ocupados por hapteno (ry ):

15T,

FE N

s

k[ - % [H] ry

r -
H 1+k|H|

donde | S | 0 la concentracién molar total de sitios activos.

LA REACCION EN PRESENCIA DE COMPETIDOR MONOVALENTE

k |H| (|S]; - [HS])

(2)

La adicién al sistema de un competidor (A) monovalente con afinidad (K)

por el sitio activo, modifica a ry; por su efecto en [S |o

(Isf, - |HS| - |AS])
ry, = k |H| 9
|S|
(o]

ty = k [H| (1 - To- )

, k |H]

1 =
TH

1+ k [H} + K |A]

(3)



y resulta en una disminucién de rl; con respecto a r; por la aparicion del produc-
to K |A], la constante de afinidad de A y la concentracitn de A libre, en el deno-

minador de 1a ecuacion (3).

También para el competidor:

Thoo- 4
1+ K |A] + X |H|
de tal suerte que;
) k fH|
o XA )
Th K |A|

conociendo a k, la pendiente de la regresion linear de ry/r, en |H| /| A| provee

un estimado de K 6, si no, cuando menos, la relacién entre ambas constantes.



LA REACCION EN PRESENCIA DE COMPETIDOR POLIVALENTE

Si [’A‘f‘es polivalente entonces puede formar tantos complejos como valen-
A

P

R

" cids tenga: on \

A f

A+ S2AS ; IAs| = K [S| [A] - (6)
S|+ S2hs, 5 |AS,| = K, (8] |As,]
CAS; g+ S;tASi = |ASi| = K S| IASi_1|
-+ . =
Ayq v STAs, 5 s )= ksl Ias | N

donde i es el nimero de determinantes antigénicos ocupados por S y « es la va-

lencia de A.



El efecto en ry esahora:

(IS - HS|- |AS, |-+ 2= [AS, |=v e r=]AS: | =20 .= [AS | )
= g SIS g A
gsl,
v VLS -_ |‘ '_ L .
rH-k|H|(1 Ty ot Tgq et TR eeem Tpiteeem TR
' k |H|
LT (8)

TK[H] K AR 145, |+ K IAS, 4. oK AS, ]

de donde diffcilmente se pueden extraer estimados confiables de Ky Ko sy
Ky Kgo lasii, 1S, |,... 1As,..., 1AS,|.

Sin embargo, en el mismo sistema de competencia con el hapteno radioac-
tivo se puedé tener un estimado de la concentracién molar total de S ocupado por
A( | SA I') que finalmente permitird estimar las concentraciones de los productos

a una concentracion de S libre:

|sal' = |HS| - |HS|! (9)

)

donde |HS| esla concentraci6n de sitios activos ocupados por H en ausencia del -

competidor y |HS | ' es lo mismo pero en presencia del competidor, (Notar que

| SA| "' noes Ia concentracion de A unido a S).



Estimadé as{ la cantidad de sitios activos ocupados por antfgeno podemos

preguntarnos por el valor de  |AS; | yaque:

|SATT = 1AS, [+ 2]AS, | +uour 1 |AS | *...t aAS | 0
| —p— —h . @ _ )
ypééemdé conocer: “&- ' R & iy

1l
Py T e (m
5] |

aplicando la ecuaciéon de Kiotz para las constantes de afinidad (K;) de las reac-

ciones de asociacién multiple (16):

o.-1i.4+1
Ki = —_—1——_ ok

para obtener:

85,1 K, ISI[A] « K |s}[A]

p1 = = =1
45,1 K, ISTIAL o K ISTIA}

1As, 1 Xy IS]lA] 1

el
N
il

1as,| KK [S[*Al ((a - 2 + 1)/2) k |S]
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o sl K sl 1
37 - =
S| KKK IS[PIAl ((e-241)/2) ((a-3+1)/3) K*|S|*
|As. | Ky I8] 1A
pi = 1 = . 1 3 =
1AS;] KKyeoo Ko ST A
1 3
(@-2+1)/2) ((o=3+1)/3)....((e~1+1)/D KT [5)*7]
las, | X, Is la]
o - h [
|as,| KKy KooK |S]T [A]

((@-2+1)/2) ((e~-31)/3) e {{a-i+1)/1). .. ((a-a+1) /). .ka~1 Is la-1

y, en general para i>1:

|A51| il (a-1)! 1
p; = = . '
* |45, | (o-1)! k(1-1)isl(1-1) - (12)




Substituyendo las [AS, | por p; la ecuacion (10) es ahora:

AS :
1as,] S, 1 1Ay
+ 2 L toe. 0
G : Py Pi . Yo
Y '-Tlra,ng o mee : - 1y v eoed
v - e
N L A 3
|A51| = (13)

1T+ 2 oo i/p. 4l
/Pz 1/p1 talp,
Conociendo | AS, | se resuelven ahora todas las p;

s, |

Pj
|AS. |
i
para | As,|.
Y asi se estiman, a una concentracién de S y A libres, las concentraciones
de los distintos productos de la reaccion. Claro que también se puede estimar

la concentracién ﬁbre de A pues solo es:

AL = JAl - (2las; ] (14)
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b) DIALISIS EN EQUILIBRIO

En un sistema de didlisis en equilibrio (17, 18),los estimados pertinentes para
resolxl'er las ecuaciones (10, 11 y 12) se obtienen de la siguiente manera:

a) La concentracién de hapteno del lado de los anticuerpos representa a la suma
del hapteno pegado a los anticuerpos (IP |) mds el hapteno libre en solucién
(L)), donde |L | esla concentracién de hapteno del lado sin anticuerpos.

b) La concentracidén del hapteno pegado a los receptores, ] P}, se calcula como

la diferencia de concentraciones a cada lado de 1a membrana, (figura 1):

(el + L]y - fLf = [P} .

Tomando estimados de  |P | a difercntes concentraciones de | L} sepuede
calcular la constante de afinidad de la reaccién entre al anticuerpo y el hapteno
(k). Segin ia Ley de Accion de Masas y asumiendo que los anticuerpos son idén-

ticos y que no hay interaccién entre elios:

IP|
— = x |s|

T o - kK IP[,
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Lado de los Lado sin
receptores receptores
)
/<' °
j o2 °
¢ P
&
OO 'ia ® 0
P
()
° [

(1P1 4 1L1) - (ILy) =IPI

Figura 1. Representacion grifica de la didlisis en equilibrio entre una solucion de
anticuerpos y hapteno.
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que es una linea recta cuya pendiente es igual a -k y su interceptoes (k * | 5| o ),
donde |S| o 8 la concentracion total de sitios activos en el sistema. Rara vez se
obtiene una linea recta, lo que se ha explicado como resultante de una poblacién
heterogénea de anticuerpos (19). Asf que la k estimada por este método no es con-
fiable. [ S lo , en cambio, si es confiable pues se estima en el eje de las X cuando
|P |/ |L| = {0, entonces |P| = | S| o donde no aparece k.

Calculando 1y (r; = |P|/ | S| o ), 1a ecuacion de Sips para sistemas
heterogéneos (20,21}, permite estimar k, la constante de afinidad promedio de los
anticuerpos (22 y 23) (la que se obtiene cuando el 50°/0 de los sitios activos estdn

ocupados por el hapteno):

donde n es la valencia de los anticuerpos (que se tomo igual a 1) v a es el indice
de heterogeneidad de los anticuerpos.

Para los experimentos en presencia de competidor se elige una concentracion
inicial de hapteno que produzca valores de ry; cercanos a 0.5 o mayores y se agre-
gan distintas concentraciones del competidor A en el lado de la membrana donde

se colocan los anticuerpos.



La concentracion de sitios activos unidos al competidor ( |SA | ') es solo
la diferencia entre los que se esperaban unidos al hapteno en ausencia del competi-

dor ( !HS| ) ¥ los que se encuentran en presencia del competidor (JHS | '):

JSA{' = |HS| - [HS|' .

Ahora se procede a resolver las ecuaciones (12) para cada una de las pi,

la (10) para |AS, |, yla(11)para todaslas | AS,|, en ese orden.
HAPTENO Y ANTIGENOS POLIVALENTES

En nuestro sistema el conjugado DNP BSA es el competidor de la reaccion
entre anticuerpos anti-DNP y £-DNP-3.5- H-L-lisina (°* H-DNP-lis) dondc « es el
nimero de moles de DNP conjugados a una mol de BSA (albimina sérica bovina).

El determinante antigénico dinitrofenol (DNP) se eligid para estos estudios
porque hay abundante informacion acerca de sus propiedades qufmicas e inmuno-
6gicas (24). La albimina sérica bovina (BSA. Miles Research Laboratories) fue

clegida como acarreador del DNP en la preparacion de los conjugados DNP BSA.



1. PREPARACION DE ANTIGENOS

Los diferentes DNP, BSA se preparan siguiendo el método de Eisen (25),
que consiste en variar la concentracion de los reactantes, BSA y dcido 2,4-dinitro-
bencensulfénico (DNBS) en K,CO, al 2°/0. A la concentracién deseada de DNBS
3 X cristalizado se agrega BSA para alcanzar 10 a 20 mg/ml. La reaccion es prote-
gida de la luz y se agita a temperatura ambiente durante 24 horas. El DNBS no
acoplado se elimina por didlisis exhaustiva contra un regulador de fosfato-salina
(PBS; NaCi 0.15 M, PO, 0.01 M; pH 7.2), o por cromatografia en columna usando
Sephadex G-25 grueso. La dinitrofenilacién ocurre casi exclusivamente en los
grupos ¢-amino de los residuos lisil ¥ en los grupos amino terminal libres de las
proteinas (25).

El ¢ de los conjugados DNP BSA se estima como la concentracion molar
de DNP-lisina en el antigeno conjugado dividido por la concentracion molar de
BSA. La concentracién molar de DNP-lisina se determina por densidad éptica del
conjugado DNP BSA a 363 nm (el coeficiente de extincién molar de la DNP-lisina
= 17530, (26)). La concentracion de proteina se determina por Ia reaccion de

Nessler (27).



2. PREPARACION DE DISTINTAS CONCENTRACIONES DE HAPTENO

Fl hapteno utilizado en las reacciones de fijacion fue 3 H-DNP-lis de New

England l*{ﬁé]gar;"con una actividad especifica de 5.01 curies/mM. Se prepararon

..
S

las sjgg‘gentes soluciongs de * H-DNP-lis en PBS: s i .
Solucion  3H-DNPdis  DPM/ml CPM/100g! ofo
Conc. Molar Eficiencia
1 2 x10% 3907 x100 14285700 36.6
2 1 x104 1953 x10% 9999990 51.2
3 005x 104 976 x100 5131573 52.9
4 025x 104 488 x10° 2,564,100 53.4
5 125x 104 244 x105 1298919 54.1
6 625x 100 122 x100 629,546 52.4
7 3.12x 106 6.1 x10° 326,256 53.4
8 1.56x 106 3.06 x 10° 155,251 51.7
9 75 x 107 1.53 x 100 80,627 53.7
10 37 x107 0.77 x 108 40,478 52.5
il 1.8 x 107 0.39 x 100 20211 51.8
12 96 x108 0.20 x 10° 10,391 51.9

La radiactividad de las soluciones se estimé en 100 ul de cada una de ellas,
mds 0.4 ml de NCS¥, mds 15 ml de liquido de centellco (4g PPO, 400 mg de
POPOP por litro de tolueno) en un contador de centelleo liquido. El porciento
promedio de eficiencia para estas soluciones fue de 51.3 que se iguald a 50°/0 para

facilitar los cdlculos aritméticos.



OBTENCION DE ANTICUERPOS

Anticuerpos anti-DNP fueron obtenidos inyectande subcutineamente un
borrego con 5 mg de DNP,  HSA en 2.5 ml de PBS mezclado con 2.5 mil de Adyu-
vante de Freund Completo (FCA) de Difco en la primera inmunizacién. Luego,
cada semana, durante 8 semanas, con la misma dosis de antfgeno pero sin adyu-
vante. La respuesta inmune del borrego fue seguida a lo largo de la inmunizacién
haciendo sangrado cada 8 dfas a partir de la primera inyeccién y estudiando el nivel
de anticuerpos por inmunodifusién doble en gel de agar (28). Los sangrados 50. y
60. fueron seleccionados para todos los experimentos, atendiendo a la precipitaciéon
mostrada en inmunodifusién contra DNP1 9 BSA, (figura 2).

Las inmunoglobulinas del suero de los sangrados 50. y 60. fueron purificadas
por precipitacién con (NH,), SO, al 33°/0 de saturaci6n, seguida de 4 6 5 preci-
pitaciones con (NH,), S0, al §0°/0 (29). EI precipitado final se disolvié en PBS
y el (NH‘,)2 SO4 eliminado por didlisis exhaustiva o pasando a travé; de Sephadex
G-25 grueso.

La globulina purificada por este método, fue cuantificada por la reaccién

de Nessler (27).
SISTEMA DE REACCION

Se utiliz6 el método de didlisis en equilibrio que consiste én colocar a los
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Figura2.  Inmunodifusién doble del sistema DNP; 9BSA-anti-DNP“HSA

1. Dilucién 1:100 del conjugado DNP, o BSA
2.0" 1:100 ” "
3. 1:200 " "
4, " 1:400 " "
5.7 1:800 " ”
6. 7" 1:1600 7 v

A. y-globulina anti-DNP, | HSA del quinto sangrado

”

B. " " sexto
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anticuerpos y al hapteno separados por una membrana permeable solo para el
hapteno. Al término del tiempo necesario (68-72 hrs.) para que se equilibre
la concentracién de hapteno libre, se estima la radioactividad a ambos lados de
la membrana, lo que provee con los estimados de hapteno libre y pegado, nece- .

sarios para la estimacion de las constantes de afinidad,
1. FIIACION DE HAPTENO SIN COMPETIDOR

El experimento se lleva a cabo en un aparato para multididlisis como el que
se observa en la figura 3 (Hoefer Scientific Instrﬁments) que permite montar hasta
24 cimaras de dialisis por experimentn, todos con la misma concentracion de anti-
cuerpos pero con diferentes concentraciones de hapteno, Se colocan 100ul de una
solucién de'anticuerpos en uno de los lados de cada una de las 24 cdmaras del
multidializador y del otro lado se colocan 100ul de cada solucién de  H-DNP-lis
por duplicado. Una vez completa esta operacion, se pone a agitar en el cuarto
frio (de 4° a 10°C) durante 68 a2 72 hrs. aproximadamente. Al término de este
perfodo de incubacién se extraen de cada cdmara 50pl, se colocan en un vial, se
adicionan 0.4 ml de NCS (Amersham Searle Corporation) y 15 ml de l{quido de
centelleo. Las CPM (cuentds por minuto) corregidas por eficiencia, dilucién y
actividad especffica, obtenidas del lado de los anticuerpos, estiman la concentra-
cién de hapteno pegado mds la del hapteno libre; las CPM del lado sin anticuerpo

estiman la concentracion de hapteno libre,
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Figura 3. Aparato para multididhisie.



22

- -.2. FIJACION DE HAPTENO EN PRESENCIA DE COMPETIDOR

Los experimentos de competencia entre antfgeno y hapteno se realizaron
a una misma concentraci6én de 3 H-DNP-lis, aquélla que fuera lo suficientemente
sensible para detectar cualquier variacion en r, por la presencia del competidor
y ¢uya variacién entre experimentos fuera mfnima. La elecci6n de la concentra-
cién ideal de *H-DNP-lis se hizo analiz:;ndo el coeficiente de variacion de ry; de
cuatro concentraciones diferentes de ® H-DNP-lis en tres experimentos con dos
replicaciones por experimento. El coeficiente de variacién mds préximo a 0 indica
un promedio mdximo y una desviacién estandar mfnima, La solucién No. 6 de
3H-DNP-lis (6.25 x 10% M) fue la que mejor se ajustd a este criterio y la que se
empled en todos los experimentos de competencia (Tabla I).

Como competidores se utilizaron 3 antfgenos con distinto grado de dini-
trofenilacién: DNP;BSA, DNP, ,BSA, DNP, ;BSA en las siguientes concentra-

ciones molares cn PBS:

A A A

Solucion DNP, BSA DNP, ,BSA DNP, (BSA
] - - - - - -
2 1.5x 1011 M 15x 1011 M 1.5x10-1M
3 1.5x1010M 15x1010M 1.5x1010 M
4 1.5x107 M 1.5x10° M 15x10° M
5 1.5x108 M 15x108 M 15x108 M
6 1.5x107 M 15x10°7 M 1.5x107 M
7 1.5x100 M 15x100 M 15x10% M
8 1.5x10° M 15x10° M 15x10° M
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TABLA 1
COEFICIENTE DE VARIACION DE LA PROPORCION

DE SITIOS OCUPADOS (ry;)

Experimento ,  Concentracion Molar de *H-DNP-lis

025x10%M 125x 10°M  6.25x 10°0M 3.12x 10°0M

1 0.840 0525 0.360 0.240
0.870 0.600 0.350 0.240
2 0.667 0.566 0.502 0.312
1.321 0.241 0.407 0.312
i
5 i 0.832 0.639 0451 ) 0.352
i 0.778 0.734 0.405 0.375
1,y Promedio X = 0.884 0.545 0412 0.305
. r
Variancia o? = 0.0423 0.226 0.0027 ' 0.0026
Desviacién o = 0.205 0.150 0.052 0.051
Estandar
Error Estandar of ;, = 0.0836 0.0612 0.0212 0.0208

Coeficiente de £
Variacién X

0.2319 0.2752 0.1262 0.1672

il
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INFLUENCIA DE LOS COMPLEJOS Ag-Ab EN SISTEMAS BIOLOGICOS

a) EFECTO DE LA VALENCIA DEL ANTIGENO EN LA INHIBICION

DE LA REACCION DE HEMAGLUTINACION PASIVA

La inhibicién de la hemaglutinacion pasiva es una técnica que se usa para la
deteccién de bajas concentraciones de antfgeno en flutdos biol6gicos (svero, orina,
lquido cefalorraquideo, etc.). Basicamente consiste en la competencia que se esta-
blece por los sitios activos de un anticuerpo entre un antfgeno inmovilizado en una
superficie inerte (glébulos rojos de carnero) (30), y un antfgeno o hapteno soluble,
La molécula inhibidora debe tener una estructura idéntica o muy similar al deter-
minante especifico unido al glébulo rojo. El grado de inhibicién estd relacionado
no tnicamente a la cantidad de inhibidor, sino también a su afinidad por los sitios
del anticuerpo (31). En la literatura existen datos que apoyan la idea de que al
incrementar la valencia del ant{geno (nmero de moles de DNP/Mol de protefna) se
aumenta su constante de afinidad aparente en la reaccién con su anticuerpo (10).

Cuando una concentracién de anticuerpos y un volumen constante de SRBC
sensibilizados se hacen reaccionar en la presencia de varias concentraciones crecien-
tes de inhibidor, la relaciéon entre la proporcion de SRBC aglutinadosy la concen-
tracion de inhibidor usado, resulta en una curva sigmoidal, la cual puede ser trans-
formada en una Ifnea recta, tomando unidades de probabilidad o probits del /o
de SRBC aglutinados y el logaritmo de la concentracién de inhibidor,

Basados en este argumento, preparamos tres antigenos con distinto grado de



K S
§otn

dinﬁrofcnilacibn (DNP7HSA, DNP”HSA y DNP, HSA) para usar como inhibi-
dores en la reaccién de hemaglutinacién pasiva, con la esperanza de que la capaci-
dad inhibitoria de cada antfgeno estuviera también relacionada con su vaiencia,
es decir, que DNP,  HSA fuese mejor inhibidor que DNP| HSA y éste a su vez
mejor que DNP, HSA.

La inhibicién de Ja hemaglutinacién sec efectué siguiendo el método de
Stavisky (32). En placas de microtitulacién se colocaron 25ul de cada una de las
diluciones seriadas 1:2 del antisuero, las cuales se hicieron reaccionar con 25ul
de cada una de las concentréciones de inhibidor. Se dejaron incubando | hora a
temperatura ambiente, después se adicionaron 25ul de SRBC sensibilizados, sc
mezclaron y se dejaron 2 horas mds a temperatura ambiente, para posteriormente
leer el tftulo de hemaglutinacién, que se considerd como el logaritmo de la Gltima

_ dilucion de antisuero en la cual se observa inhibicion de la aglutinacion.

Como control negativo se usd suero normal de conejo a las mismas dilu-
ciones que el suero inmune que se empleé como control positivo de hemaglutina-
cion.

Los antfgenos usados como inhibidores_qﬁleron: DNP_ HSA, DNPIBHSA
y DNI’26 HSA. a las siguientes concentraciones:

Solucién No. DNP,HSA

DNP, , HSA DNP, ; HSA

!
i

[ QU I N UV Iy 26 % 5

[

Iy
'

1

2.608 x 10M
2.608 x 10°M
2.608 x 10°0M
2.608 x 1077M
2,608 x 10°8M
2.608 x 109M

2.608 x 107*M
2.608 x 10M
2.608 x 10°OM
2.608 x 107'M
2,608 x 108M
2.608 x 10°M

2,608 x 1074M
2,608 x 109M
2.608 x 10°0M
2.608 x 1077M
2.608 x 108 M
2.608 x 10°9M
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Todas las diluciones se hicieron con amortiguador para hemaglutinacién
(Div. Becton, Dickinson and Company).

Los eritrocitos de carnero usados en estos experimentos fueron obtenidos
de un borrego joven y recibidos en una solucién de Alsevers (27), dejéndolos enve-
jecer en el cuarto frfo (4°C) durante una semana para obtener la estabilizacién de

los mismos, antes de efectuar la sensibilizacion.
SENSIBILIZACION DE GLOBULOS ROJOS DE CARNEROQ (SRBC)

La preparacidn de eritrocitos sensibilizados se efectud siguiendo el método
de Avrameas (30). Se disolvieron 21.7 mg / ml de DNP, ,GGB en 10 ml de amor-
tiguador de fosfatos, a los cuales se les adicion6 0.5 ml de eritrocitos empacados y
lavados 3 véces. Mientras la suspensidn se estaba mezclando suavemente en un agi-
tador magnético, se adicioné lentamente I ml de glutaraldehido (Sigma Chemical,
Co) al 2.5%/0 en solucidén acuosa y se continud con la agitacién 2 horas a tempera-
tura ambiente. Después de transcurrido el tiempo de incubacién, las células se
lavaron 5 veces en amortiguador de fosfatos para eliminar la protefna y el glutaral-

dehido que no reaccionaron.
OBTENCION DE SUERO ANTI-DNP29 BSA EN CONEJO

Suero de conejo anti-DNP, , BSA fue obtenido inyectando spbcutzineamente

5 conejos de 2.5 Kg aproximadamente con 500ug de DNPZQBSA/mI en FCA
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“ {0.5 ml con la concentracién de protefna adecuada mds 0.5 ml de FCA), en la
primera inmunizacién. Posteriormente, cada semana durante 6 semanas, con la
misma dosis de antigeno pero sin adyuvante, después de la ultima inmunizacion, a
los seis dfas se sangraron los conejos de la vena marginal de la oreja. El suero
obtenido fue decomplementado, calentindolo durante 30 minutos a 56°C. Yla
presencia de anticuerpos se demostrd por precipitacion en capilar.

b) EFECTO DE LA VALENCIA DEL ANTIGENO EN LA INDUCCION

Y DESENCADENAMIENTO DE HIPERSENSIBILIDAD CUTANEA ACTIVA

Ha sido demostrado que Ia valencia del antfgeno es una variable fundamen-
tal en varios aspectos de la respuesta inmune:
L. Antfgenos multivalentes inducen respuesta inmune y tolerancia a dosis mds
bajas que antfgenos oligovalentes (33,34,35,36,37).
2, La molecularidad de los complejos antfgeno-anticuerpo depende criticamente
del numero de sitios reactivos portados por cada molécula, (38).
Estas propiedades de los antigenos con distintas valencias han sido atribuidas
a un incremento en la afinidad del antigeno por el receptor celular al aumentar la
valencia, (34).
Otros autores {33) explican el efecto de distintas valencias en funcién de la

molecularidad de los complejos antigeno-receptor que se pueden formar: a mds
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receptores unidos por molécula de antigeno, mayor habilidad para inducir tole-
rancia.

Considerando las observaciones anteriores decidimos explorar si la valencia
del antfgeno también era una variable que tuviera efecto sobre la hipersensibilidad
cutdnea activa, El modelo de hipersensibilidad cutdnea activa resulta atractivo
porque envolucra a todos los mecanismos inmunolégicos del animal de experi-
mentacién (Bazo, Timo, células T, células B, etc.), permitiendo estudiar el papel
de la valencia del inmunégeno en la induccién del estado de hipersensibilidad asf
como en su evocacién (12).

Se sensibilizaron en forma activa dos grupos de cinco cobayos‘ con 100ug
/ ml de DNP, 9BSA y DNP3 9BSA en FCA vfa cojinete plantar y se dejé un control
sin sensibilizar en cada grupo. A los quince dfas se di6 un refuerzo con la misma
dosis inicial ’de antfgeno pero sin FCA a cada uno de los grupos. A los siete dfas del
refuerzo se inyectaron todos los cobayos sensibilizados y un cobayo control, con
12.5 pg en 0.1 ml de DNP”HSA en la cara interna del muslo, via intradérmica,
para probar si ya estaban sensibilizados. Posteriormente se procedi6 a depilar el
dorso de los animales, para inyectar intradérmicamente cuatro concentraciones
diferentes (2, 4, 8 y 12 pg/mb) de los siguientes antigenos’ HSA, DNP HSA,
DNP, 5HSA y DNP”HSA. La respuesta fue medida 4 horas después evaluando el

didmetro del eritema en la cara interna de la piel.



c) EFECTO DE LA VALENCIA DEL ANTIGENO EN LA CONTRACCION

DEL MUSCULO LISO TRAQUEAL DE COBAYOQO

Otro enfoque consistid en probar en un sistema bioldgico relacionado con la
respuesta inmune los efectos de la molecularidad de la reaccién Ag-Ab, determina-
da por distintas valencias de los antfgenos. La prueba consistioé en inducir la con-
traccion del musculo liso traqueal de cobayo, sensibilizado por anticuerpos hetero-
citotrdpicos (39), usando antigenos con diferentes valencias (40 y 41),

Los anticuerpos al asociarse a la membrana de ciertas células funcionan
como receptores para ¢l antfgeno. Al formarse los agregados antfgeno-anticuerpo
‘se dispara un mecanismo de membrana, y éste a su vez, dispara a un mecanismo
fisiologico intracelular de contraccion o secrecion, (42). Ya que el grado de aco-
plamiento de la interaccién molecular varia con los determinantes antigénicos que
se pueden introducir a un acarreador, proponemos que el efecto de excitacion ha

de variar de manera concomitante.
DISERO EXPER]MENTQL

Como sistema biolégico se utilizé el muasculo liso de los anillos traqueales
obtenidos de cobayos. Los anillos se sensibilizaron pasivamente in vitro con suero
de conejo anti-DNP, s BSA. Se prepararon 27 grupos formados por cinco anillos

traqueales cada uno. Cada grupo fue sometido a la accién combinada de tres va-
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riables: concentracidén de antisuero usada para la sensibilizacién pasiva de los mus-
culos, dosis de antfgeno aplicada para inducir la respuesta y la naturaleza del ant{-
geno caracterizada por su relacién hapteno-acarreador (valencia). Tres niveles de
cada variable fueron estudiados: 0.1, 10 y 1000 gg de antisuero / ml; 1.8, 18 y

180 ug de antfgeno [ ml y las valencias 7, 13 y 26.

SENSIBILIZACION'Y REGISTROS

El procedimiento de sensibilizacién consistié en incubar las preparaciones
traqueales en las soluciones de anticuerpos mencionadas en la seccién de disefio
experimental, toda la noche a 4°C.

Para llevar a cabo los registros, cuatro preparaciones se colocaron simultd-
neamente én un bafio de temperatura constante, (37°C), fijindolas por un extre-
mo a un soporte rigido y por el otro a un transductor. Una tensidn inicial de 0.5g
fue aplicada a todas las preparaciones, mientras se les permitfa llegar a una longi-
tud constante y sensibilidad uniforme a una dosis de histarnina estdndar (10pg/mi).
Durante este perfodo de normalizacién se aplicaron dos 6 tres dosis de histamina
y después se efectuaron exahustivos lavados con Ringer Krebs (R-K) (43). Poste-
riormente se administr6 la dosis de antfgeno y la tensién desarrollada por el mus-
culo se registr6 durante dos minutos., Después de este tiempo, las preparaciones
se lavaron con R-K y una dosis final de histamina era aplicada, La magnitud de la
contraccion de Schultz-Dale se calculé en forma porcentual tespecto a la dosis de

histamina previa al desaffo con el ant{geno.
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ANTIGENOS

Los antfgenos usados fueron los mismos que se emplearon en la inhibicién

de la llemag]utinaqién.

ANTISUERO

El antisuero usado en la sensibilizacién pasiva de los anillos traqueales también

fue el mismo que se uséd en la inhibicion de la hemaglutinacion.
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RESULTADO §



ASPECTO FISICO-QUIMICO DE LA REACCION ANTIGENQ-ANTICUERPO
a} FIJACION DE HAPTENO EN AUSENCIA DE ANTIGENO COMPETIDOR

En total se hicieron seis experimentos de fijacién de hapteno (> H-DNP-lis)
en ausencia de antigeno competidor: tres (1, 2 y 3) con anticuerpos provenientes
del quinto sangrado, y tres (4, 5 y 6) con anticuerpos del sexto sangrado.

En las tablas II, IIl y IV y en las figuras 4, 5, 6, 7, 8 y 9 se muestran los re-
sultados obtenidos de los experimentos realizados con el quinto sangrado. Las
Tablas V, VI y VII y las figuras 10, 11, 12, 13, 14 y 15 corresponden a los datos
obtenidos con el sexto sangrado.

Las constantes de afinidad, concentracion total de sitios activos ¢ fndice
de heterogeneidad de los experimentos anteriores se encuentran en la tabla VIII.

Es evidente que cada experimento estima diferentes valores para los pari-
metros y que la principal fuente de variacion radica en ¢l origen de los anticues-
pos, mientras que la variacién entre experimentos cs considerablemente menor.

El promedio de las k obtenidas cén el sexto, sangrado es 8.06 x 10%, que
se aproximé a 1 x 10° para facilitar futuros cilculos. (Debe aclararse que estos
estimados no se obtienen grificamente, sino por el ajuste de lincas rectas a los

datos por el método de minimos cuadrados).



TABLA

IL

EXPERIMENTO 1

FIJACION DE HAPTENO RADIACTIVO EN AUSENCIA DE COMPETIDOR

Cﬂ':ff:';"‘;c;o" cpm” cput cru* || x1010 [Hs| % 10% -
34-DNP - LISINA L PHL PaL=-L =171l fwrlusl /{slo | loglr /er) log [«
2% 10,1 4166662 %, 791900 625238 788400 117600 0.15 2.9k RTS)
2x10 M 4166662 4, 347821 181159 768998 34303 0.04 0.857 4102
1x 10 2,083035 2,325258 243223 393600 45600 0.1 1,365 -4, 404
1 x 107" u 2,222091 2,499997 277906 | 420000 51600 0.12 1,290 4,376
0.5 x 1074 1 1,098759 1,408347 309558 207600 57600 0.28 1.440 -4,682
| 0.5 x_m"‘ M 958028 1,176258 218230 181200 40800 Q.22 1.020 -h. 741
0.25 x 1074 n 473715 653115 179400 B8B0O 33600 0.37 0.840 0.720 -5,051
0,25 x 107! m 500838 685150 184312 94800 34800 0.36 0.870 0.825 -5.023
1.25 x 1077 14 252088 366584 114496 46800 21000 0.45 0.525 0.043 -5.329
1.25 x 1075 1 253949 384997 131048 _|_____ 48000 24000 0.51 0,600 0.176 -5.318
6.25 x 1076 122149 204068 81919 22800 14400 0.67 0,360 -0,249 -5.642
6.25 x 1075 1 105950 182957 77007 19200 14000 0.72 0.350 -0.268 “5.716 |
3.12 x 1076 n 50289 104789 54500 8400 9600 1.08 0.240 -0.500 -6.075
3.12 x 1076 W 59729 115603 | _ 55874 10800 9600 0.93 0.240 -0.500 -5.966
1.56 x 1076 1 19690 57358 37668 3728 7132 1.90 0.178 -0.663 6,428
1,56 x 1076 M 19819 61497 41678 3752 7891 2,10 0.197 -0.609 -6.425
7.5 x 107" 1 8168 32266 24098 1545 4562 2.95 0.114 -0.890 -6.810
7.5 x 1077 8537 38352 29815 1616 56L4 3.49 0,141 -0.784 -6,791
3.7 x 1077 4300 15752 11452 813 2168 2.66 0.05h -1.201 -7.089
3.7x107n 49ls 19518 14573 936 2758 2.94 0.068 -1.130 -7.028
1.8 x 1077 1 2515 9739 7224 478 1366 .87 0.03h -1.451 -7.323
1.8 x 1077 n 2702 9268 6566 511 1243 2,43 0,01 -1.4g -7.29!
9.6 x 1078 n 1898 6525 4627 358 876 2.43 0.021 -1.649 7.4k
9.6 x 190-8 m 2319 8947 6025, 552 a1 2.06 0.029 -hse . 17258

£€



TABLA H
EXPERIMENTO 2
FIJACION DE HAPTENO RADIACTIVO EN AUSENCIA DE COMPETIDOR

owaton | oot | ot | ent | o0 . :
JMoLAR OE . el Lol jrs|xi0 AN n=lmsi/sle}  log{r/-r) | log|u|xio©
2x 107y 3999996 4347821 347825 757438 65863 0.086 2.195 -4,120
2 x 104 m 3845996 4347821 501825 728277 95024 0.130 3.167 -4,137
1 x 1074 n 1785366 2127657 J  3u2291 338076 64815 0,191 2,160 -4.470
1 x 10w 1817752 2173780 | _ 356028 Mh209 67417 0.195 2,247 ~4,463
0.5 x 10°% 915104 1052354 137250 173283 25989 0.149 . 0.862 -4, 761
0.5 x 10°% 917662 1086569 168307 173768 31983 0.184 1.066 ~4,760
0.25 x 10"4 M 472553 578315 105762 89481 20026 0.223 0.667 -5,048
_0.25 x 1074 n 401097 610465 209368 75951 39645 0.521 1.321 ~5.119
1.25 x 10°5 M 253832 343512 89680 48064 16981 0.353 0.566 0.115 -5.318
1.25 x 10°5 M 247381 285700 | 38319 | h46BA3 7255 0.154 0,241 -0,496 -5.329
6.25 x 1076 1 103423 184564 81141 19584 15364 0.784 0.512 0.021 | -s.708 |
6.25 x 10°6 M 111349 175884 64535 | 21084 12219 0.579 0.407 -0.162 -5.676
3.12 x 1076 M 57779 107261 49482 10940 9369 0.856 0.312 -0.342 ~5,591
3.12 x 1076 M 52338 101884 49546 9909 9381 0.946 0,312 -0.342 ~6.003
1.56 x 1070 19442 55590 36148 3680 osen | 1.859 o228 -0.,529 -6.434
1.56 x 10°6 18786 47138 28352 3556 5367 1.509° 0.178 -0.661 -6.449
7.5 x 1077 1 9636 31411 21775 1824 4123 2.259 0.137 -0.797 -6.738
7.5 x 1077 4 8852 30605 21753 1675 4118 2.457 0.137 -0.797 -6.776
3.7 x 1077 n 5224 20265 15041 988 2847 2.879 0,094 -0.979 -7.005
3.7 x 1077 M - 5278 26692 2114 998 405Y 4.057 0.135 -0.806 -7.000
1.8 x 10771 3154 13502 10348 596 1958 3.280 0.065 -1.156 “7.224
8 x 1077 ¢ 2977 14805 11828 562 2239 3.973 0,074 -1,093 -7.250_
9.6 x 10°8 2743 13876 11133 578 2107 4.058 0.070 .12 -7.285
9.6 x 1078 1 3195 21183 17988 604 3405 5,630 | 0.113 -0.892 -7.218

143



TABLA IV
EXPERIMENTO 3
FIJACION DE HAPTENO RADIACTIVO EN AUSENCIA DE COMPETIDOR

CNoLaR b cou’ cou® eut L u[xi00 | [us|x o® :
3H-DNP=LISINA L PHL PL—L sfxwe [Pl | re=ins|/)sle]  loglrZir) | log|n|xig
2 w10t w 4166663 4761900 595237 788998 12713 0.142 3.220 4102
2 x 10w 4166663 4545450 378787 788998 71726 0.090 2.049 4,102
1 x 104w 2083331 2380933 297662 394498 56365 0. 142 1.610 4,403
1 x10%m 2083331 2564100 480769 394498 91038 0.230 2,601 «,403
0.5 x10°tH 1111098 1408449 297355 210396 56306 0.267 1.608 -4.,676
0.5 x10°%n 1010053 1369862 359809 191263 68132 0.356 1.946 4,718
0.25 x 10°% 528947 628824 153877 100160 29137 0.290 0.832 0,636 -4,999
0.25 x 10°4 1 495651 B 639571 143920 93855 27252 0,290 0,778 ° 0,546 -5,027
1.25 x 1075 # 260841 373458 112617 49392 21324 0.431 0.609 0,192 -5,306
1.25 x 1075 1 246607 382387 135780 46696 25711 0.550 0.734 0,442 -5,330
6.25 x 1078 1 119278 202723 83u4s 22856 15800 0.699 0.451 -0, 084 -5.646
6.25 x 1075 116385 191330 79945 22038 14193 0,643 0,405 -0,166 | . -5.656
302 x 1070y 52238 117362 65124 9891 12331 1,246 0.352 -0.264 -6.004
3.12 x 10‘6 M 53695 123153 69458 10167 13152 1.293 0.375 -0.220 -5.992
1.56 x 1076 W 22263 42507 20244 b21s 3832 0.909 0.109 -0.910 ~6.375
1.56 x 10‘6 M 21314 68052 46738 4035 8850 2,192 - 0,252 -0.470 -6.394
7.5 21077 N 11446 37961 26515 2167 5020 2.316 0.143 -0.776 6,664
7.5 x 107l M 11023 41668 30645 2086 5802 2,780 0.165 -0.298 -6.680
3.7 x 1077 6379 31534 25155 1207 4762 3,943 0.136 -0.802 -6.918
3.7 x 1077 # 5254 17493 12239 994 2317 2.329 0.066 -1, thy -7.002
1.8 x 1077 o 3346 16758 13412 632 2539 4,008 0.072 -1.106 .7.199
1.8 x 107y 2958 12270 9312 559 1762 3,148 0.050 -1.275 -7.252
9.6 x Io'g M 2240 12352 10112 423 1914 4,514 0. 054 -1,237 -7.373
9.6 x 10-8 4 2655 8068 e 501 1024 2 018 0.029 -1.521 < -7.300

¢e
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Figura 4. Curva de fijacién de hapteno en ausencia de competidor, del experimen-
to 1. Laconcentracion total de sitios activos (|S ]0) es40x 107M.
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Figura 5.  Regresion linear de Sips del experimento 1:

iog -15-= 4.8397 + 8623 log | L |
T

4.8397/.8623 5
(10) / =4x10

a = .8623
r=.97,p<001
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* r es cl cocficiente de correlacidn,
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Figura6.  Curva de fijacién de hapteno en ausencia de competidor, del experimento
2. La concentracién molar total de sitios activos es 30 x 107" M.
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Figura 7. Regresi6n linear de Sips del experimento 2:
log 1—’-—= 4.4886 +0.7886 log |L |
-r -

4.4886/0.7886
k = (10) / =40x10°

a = 0.7886
= 095,p<001
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Curva de fijacion de hapteno en ausencia de competidor, del experimento
3. La concentracion molar total de sitios activos (| S | Yes 35 x 1077M.
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Regresion linear de Sips del experimento 3:
log 1r_ = 2.7482 +05224 log |F]|
o
= (10)27482/0.5224 _ 1 g4 105

a = 0.5224
0.92, P<0.01
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TABLA V

EXPERIMENTO 4
FIJACION DE HAPTENO RADIACTIVO EN AUSENCIA DE COMPETIDOR

.

CONCENTRACION . N Yot
cCPM cPMm cPm 10 10 -
MOLAR OE H| xI0 Hs|x 10 S neEust/|s | /- log|njxl0
3H-DNP -~ LISINA L Pl PHL-L vl [ns] [P /1] wilust/Isle] loglr /i) 0g Jufxrd
-5 -
1.26 x 10 M 228389 472053 234664 43246 46140 . 066 0.769 0.522 5,36k
-6 - ‘—
6.25 x 10 M 90526 279688 189432 17090 - 35870 2.098 0.597 L 0N -5.767
-6 T ]
312 x 10 M 39722 152637 112915 7521 21380 2.842 0,356 -0,257 -6.123
-6 - o
1.56 x 10 M 17387 86700 69313 3291 13124 3.986 0.218 ~0.554 -6,482
-7
7.5 x 10 M 8564 48119 39555 1621 7489 4,618 0.124 -0,847 -6,790
-7
3.7x10 M 4059 26473 22414 768 4243 5,522 0.070 -1.119 -7.114
-7
1.8x10 M 2270 14138 11868 429 2246 5,228 0,037 -1.420 -7.367
-8
9.6 x 10 M 1426 12276 10850 270 2054 7.608 0.034 -1.455 -7.568

[A4



FIJACION DE HAPTENO RADIACTIVO EN AUSENCIA DE COMPETIDOR

TABLA VI
EXPERIMENTO 5

¢
CONCENTRACION CPM. CPM' eP M.
MOLAR DE H| x 100 Hs | x 10" I, - 10
shoLR oE L baL baLot 4] [us|x1 fe]/|uf w s/ [sla| loglrZen) | log|uixie
1.25 % 107° 204051 397163 193012 38658 36548 0.945 0.730 0.433 -5.412
6.25 x 10-6 M 87183 257507 170324 16508 32262 1.953 0.645 0.258 -5.782
312 x 1078 3695) 128758 91807 6996 17384 2,484 0.347 -0.274 -6.155
1.56 x 1076 1 15355 67294 51939 2907 9834 3.382 0.196 -0.612 -6.536
7.5 x 1077 8498 48200 39702 1608 7516 4,671 0.150 -0.754 -6,793

77 ]

3.7x 1077 m 3918 20602 16484 741 312 4,207 0.062 -1.180 -7.130
1B x 1077 1 2618 16268 13650 495 2583 5.213 0.051 -1.126 -7.305
9.6 x 1070 n 1594 8430 6836 301 1293 4,288, 0,025 -1.585 -7.521




TABLA VI
EXPERIMENTO 6
FIJACION DE HAPTENO RADIACTIVO EN AUSENCIA DE COMPETIDOR

CONCENTRACION

cem” cPut cpm"
MOLAR DE H| x 1010 10 = -
Jlotan oE ] oo oL M| [ws{xo el 7] | ne=fnsl/Isle}  loglr/r) | log|n]xiolo
-5
1.25 x 10 M 273910 525793 267883 45048 54504 1.210 0.851 0.758 -5.346
6.25 x 10 M 109873 293920 184247 20760 34884 1.679 0.545 0.078 ~5,682
b - - N o
3.2 x 10 #H
_5 . - —_ JET —]
1.56 x 10 17493 89131 71638 3312 13560 4,095 0.21i 0.570 -6,479
-7 — - T
7.5 x 10 M 1780 L6566 38786 1464 7344 4,985 0.114 0.888 -6,834
-7
3.7 x10 M 4281 24879 20598 804 3900° 4,811 0.060 2.189 -7.09%4
-7 -
1.8x10 M
-8
9.6 x 10 M 1308 8589 7281 240 1368 5.566 0.021 2.664 -7.619

144
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Figura 10,  Curva de fijacion de hapteno en ausencia de competidor, del experimento
4, La concentracion molar totalde sitios activos es 60 x 10°77M.
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og ;£.= 5.4784 +0.9297 log | F |
T

5 4784/0.9297
k = (10) f =80x10°

0.9297
0.99,P <0.01

1
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(P/L) x 102

Figura 12, Curva de fijacién de hapteno en ausencia de competidor, del experimento
5. La concentracian molar total de sitios activos es 50 x 10°7M.
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log (r/i-r)

log LI

Figura 13.  Regresién linear de Sips, del cxperimento 5:

log l'—: 55554 +0.9363log |L |
T

5.5554/0.9363 _ 5

k = (10) 8.5 x 10

a = 09363
r=099,P<0.0!
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Figura 14.  Curva de fijacién de hapteno en ausencia de competidor, del experimento
6. La concentracién molar total de sitios activoses 64 x 1077 M.
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Figura 15.  Regresion linear de Sips, det experimento 6:

log - = 8.6385 +1.4672 Iog [L |
-r

8.6385/1.4672 5
=77x10

k = (10)
a = 1.46
r = 0.96,P <0.01
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TABLA VI

CONSTANTES DE AFINIDAD INTRINSECA (k), CONCENTRACION MOLAR

TOTAL DE SITIOS ACTIVOS (S IO) E INDICE DE HETEROGENEIDAD

(a) EN SEIS DISTINTOS EXPERIMENTOS CON DOS POBLACIONES DE

ANTICUERPOS (QUINTO Y SEXTO SANGRADOS)

k | S{ox 107 a

Exp. # 1 4.0x10° 40 0.86
2 Exp. # 2 49x10° 30 0.78
= p
§ Exp. # 3  1.8x103 35 0.52
g X 35x10° 35 0.72
5 o 130 4 0.126
. Exp. # 4  90x10° 60 0.92
S Exp. # 5 8.5x10° 50 0.93
% Exp. # 6  7.7x10° 64 1.46
E X 8.06x10° 58 1.10
é o 0330 5.88 0.252
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b) FIJACION DE HAPTENO EN PRESENCIA DE ANTIGENO COMPETIDOR

En las tablas IX, X, X1y XII se muestran los datos mds relevantes de los ex-
perimentos de competencia, usando como antfgenos competidores DNP,BSA,
DNP1 oBSA, DNP; , BSA, respectivamente.

En las Figuras 16, 17, 18 y 19 se muestra el efecto competitivo entre el an-
tigeno y el hapteno radiactivo, hay que observar que el incremento en ia concen—
tracion del competidor se acompaifia de una disminucién de r}‘{ ¥y un incremento en
rA, este efecto se ve mids marcado cuando se utilizan como ant{genos competidores
DNP1 oBSAy DNP, 9 BSA, no siendo asf cuando se usa DNP,BSA.

En las figuras 20, 21, 22 y 23 se ilustran las distribuciones de los complejos
Ag-Ab correspondientes a cada uno de los antigenos utilizados. Obsérvese que el
aumento en la concentracion de antfgeno desplaza al complejo predominante hacia
los valores bajos de i.

A dilucién infinita, la regresién en las figuras 24, 25, 26 y 27 deberfan inter-
ceptar el ¢je de las i, en el valor correspondiente a la valencia de cada antfgeno:
6, 10 y 19. Sin embargo, €] intercepto es aproximadamente: 4 para DNP,BSA,

6.5 para DNP; , BSA y 12 para DNP, ; BSA,



TABLA IX
FIJACION DEL HAPTENO RADIACTIVO EN PRESENCIA DEL COMPETIDOR DNP, BSA

COHCENTRACION
MOLAR DF
0P BSA

1 ng/ml

10 ny/wl

ng /ml

1 ug/ml
17 ug/ml
1a0 vg/ml

1000 gym!

102101

105012

97020

cPmt
P+

149197

151118

205343

233081
106853
210796
208151

191332

cput

P+ U-t

57622

57205

111709

1hshoo
119746
107630
103139

9312

f

| 1 {x10'®

17301

17782

17730

16603

14600

19533

1988h

18370

Hs|'xi0"

10948

10831

21152

27532

22674

20380

19530

17658

rzlns/ sl

B8

Jsa|x 1010=

[ts)--[us]

24922

25039
1718

13196
ithao
16340

18012

- €8



TABLA X
FIJACION DEL HAPTENO RADIACTIVO EN PRESENCIA DEL COMPETIDOR DNP, BSA .

cCONCENTRAZION cpt cpist CPH“ v 10
A e o 2o C 1o . |salx 109 .
o K el P Lt - nixo | Hs|xio r"1:|us| /|sly o #|sal/|s).
. ' S R EO e I | [ns]-- | ns|
0 C 132106 20016 75008 Toozon | T | oawn
1 ugfal 21864 22908 0,348 nore 01586
© g/l 22272 “190Mh 0.3006 15240 0.?’.”-
1. npfal ‘g'3 s 21384 18156 0,203 I(")?ﬂ . 7 .0_?(,1
Vgl ! ; 3180 224253 111073 21h20 21024 0.328 13860 0.216
(RORUITAN IS IS 5100 A RO 81681 22056 15056 0.7 19008 0,302
[ KCERTRY/N | 12621 206712 | B0 2500 15228 N TV K 906 0.307
(IR | ‘ 1 21122 1 84950 Cosaniy 16777 0.7 liia'é.nzA 0.70

14




TABLA XI

FIJACION DEL HAPTENO RADIACTIVO EN PRESENCIA DEL COMPETIDOR DNP  BSA

"

ONPy gBSA v P L P4 -t IHIXIO Inslxio rH:IHsl/ls|° |“5|—l“5|' fa -ISA|/|5[°
[ 0 94925 231841 136916 | 17974 25926 0.518 6325 0.126
1 ag/mi 101330 230632 129302 R 24483 0,489 7769 | 0.155

10 ng/ml 96310 243855 1h75hs 18236 27938 0.558 5314 0. 086

100 ng/ml 79801 199167 119366 15110 22602 0.452 9650 0.193 o
1 ug/ml 100254 196578 96324 18984 18238 0,364 14014 0.280

10 ug/ml 105278 2ibiss | 108908 19934 20622 0.412 11630 0.232

100 vg/mt 102688 179277 76589  guth 14502 0.290 17750 0.355
1 mg/mt 116162 156562 40400 21996 7650 0.153 2602 0492 |




£ O
TABLA XII
FLIACION DEL HAPTENO RADIACTIVO EN PRESENCIA DEL COMPETIDOR DNP, 4 BSA
CONCENTRACION cPM* cPM® cp M " 0 fsalx 10'°=
MOLAR DE , ., Co H %10 Hsixio r, us|'/ts s =lsal/ls
DNRgBSA L PtL P4+ L—-L | I I | H‘ I iol |H5|——|“5|I A ] I lol
0 101054 231431 134377 19135 254544 0.424 10426 0.173
1 ng/inl gihgh 219155 127661 17324 24172 0.402 11698 0.194
10 ng/mi 81823 214714 132891 15493 25164 0.u19 10706 0.178
100 ng/m}b 78853 216612 137759 1493} 26085 0.43h 9785 0.163
i ug/ml 112365 219119 106754 21277 20214 0,336 15656 0.260
10 ug/ml 103844 192675 188831 19663 16820 0.280 19050 0.317
100 ug/ml 112825 2134158 100590 21363 19047 0.317 16823 0.280
1 ug/ml 90088 170602 80514 17058 15246 0,254 20630 0.343
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Figura 16.  Regresion de ':& y '}'l en la concentraci6n inicial de DNP¢BSA.
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Figura 17, Regresionder A y r}'l en la concentracién inicial de DNP, ,BSA.
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Figura 18, Regresionde r A y r[} en la concentracién inicial de DNPlgBSA.
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Figura19. Regresién der,, y r,} enla concentracién inicial de DNP, gBSA.
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Figura 20, Distribucién de los complejos antigeno-anticuerpo con DNPBSA.
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Figura21. Distribucion de los complejos antfgeno-anticuerpo con DNP, oBSA.
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Figura22. Distribucion de los complejos antigeno-anticuerpo con DNP, oBSA.
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Figura23. Distribucion de los complejos antigeno-anticuerpo con DNP, ,BSA.
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4 -
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®
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Figura 24.  Regresién de 1> en log IAI o con DNP6BSA. La1 midxima estimada por
este método es 4.

* Valencia promedio.
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CONCENTRACION DNPjoBSA
(log mg/ml)

Figura 25.  Regresion de’i en log IA ) o con DNP, ,BSA. LaT méxima estimada
por este método es 6.5,
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CONCENTRACION DNP,BSA
(log mg/ml)

Figura 26. . Regresion de Ten log |A |, con DNP;BSA. LaT mdxima estimada
por este método es 13.7.
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CONCENTRACION DNP;gBSA
(log mg/ml)

Figura27. Regresion de ien log |A ] con DNPygBSA. La i mixima estimada
por este método es 12.
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INFLUENCIA DE LOS COMPLEJOS ANTIGENO-ANTICUERFO,

EN SISTEMAS BIOLOGICOS
a) INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION PASIVA

Los experimentos de inhibicion de la hemaglutinacién se hicieron pbr tripli-
cado para cada inhibidor: DNP,HSA, DNP, , HSA y DNP, (HSA.

En la tabla XIII se encuentran resumidos los resultados obtenidos en los nue-
ve experimentos de 'inlu'bici()n. Los resultados se expresaron como porciento de

inhibicién respecto al control positivo (sin inhibidor).

Tit. HA sin Inh, - Tit, HA con Inh,

o/o Inhibicion =
Tit. HA sin Inh,

En la figura 28 se muestran las cumvas de inhibicién de los tres ligandos.
Resultd claro en estos experimentos, que los tres antigenos son capaces de inhibir
una reaccién de hemaglutinacion estandarizada, y que el grado de inhibici6n estaba
en re]éciOn con el nimero de determinantes antigénicos (DNP), portados por el
acarreador (HSA). El mejor inhibidor de la reaccién fue el DNP2 ¢ HISA, siguiéndole

el DNP, ; HSA y finalmente el DNP, HSA.
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TABLA XHI

" RESULTADOS DE INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION

DE 3 EXPERIMENTOS

°/0 INH. DE LA HEMAGL.

DNP_HSA DNP, ;HSA DNP, HSA
# EXP. 1 2 3 I 2 3 T2 3
SININH. 00 00 00 00 00 00 00 00 00
2,608 x 10°° 00 00 00 00 00 00 00 00 00
2608x108 00 833 9.09 00 00 00 00 833 909
2608x 107 00 833 909 00 909 200 1667 8.33 18.18
2608x 100 833 1667 1818 1667 2727 200  25.00 39.33 27.27
2608x10° 1667 2500 27.27 2500 2727 300 3333 41.67 4545
2608x 10 3333 3333 3636 4167 3636 300  S0.00 41.67 45.45
PROMEDIO DEL °;o INH.DE LA HEMAGL.
DNP,HSA DNP, ;HSA DNP, HSA
SIN INH, 00 0.0 0.0
2.608 x 107M 00 0.0 0.0
n 2.608x 10BM 581 0.0 581
2,608 x 10°7M 58] 9.70 14.39
2.608 x 10°0M 1439 21.31 28.53
2.608 x 10°°M 22.98 27.42 40.15
2.608 x 10M 34.85 36.01 45.71
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% INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION

[M1]

Inhibicién de la hemaglutinacién pasiva con tres antigenos distintamente

dinitrofenilados: O-O DNP.I.HSA, -0 DNP
DNP,  HSA,

13HSA y A-A
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b) HIPERSENSIBILIDAD CUTANEA ACTIVA

En la Tabla XIV se encuentra el promedio de los resultados obtenidos del
didmetro de las lesiones del grupo de cobayos que fue inmunizado con DNPl 9BSA.
En la figura 29 se muestran las grificas correspondientes al efecto de la valencia
del antfgeno y el efecto de la dosis del mismo, pertenecientes al grupo mencio-
nado anteriormente. En la tabla XV se observa el promedio de los resultados ob-
tenidos del didmetro de las lesiones del grupo de cobayos que fue inmunizado con
DNP, ,BSA y en la figura 30 se describen grificamente el efecto de la valencia del
antfgeno y la dosis del mismo. Todos los resultados se expresaron en milfmetros
del didmetro de las lesiones.

En estos experimentos sec observé que los antfgenos DNP; BSA y - - -
DNP, ,BSA tuvieron la misma capacidad para sensibilizar a los cobayos. En ambos
grupos los antigenos HSA v DNPSHSA no indujeron eritema a las dosis utilizadas,
mientras DNP, ([HSA y DNP, ;HSA si lo hicieron. Los didmetros de eritema pro-
ducidos por DNP; ,HSA y DNP,,HSA aumentaron conforme se increment6 la
concentracion del antfgeno hasta alcanzar un mdximo, permaneciendo de esa
magnitud atn a concentraciones mayores,pero fueron similares para las valencias

de 15y 28.
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TABLA XIV

GRUPO A (INMUNIZADO CON DNP, ;BSA)
PROMEDIO DE DIAMETROS (mm) OBTENIDOS DE LAS LESIONES

DE LAS PIELES DEL GRUPO A

DOSIS (u g/ 0.1 ml)

2 4 8 12

0 0 0 0 0
<
[72]
::d

) & 5 0 0 0 0
2
=
g

& 15 0 4.5 6.0 7.7
-
<
>

28 0 4.9 5.6 6.8




DIAMETRO (mm)

Figura 29,
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Grupo de cobayos inmunizado con DNP, ,BSA,

A. Efecto de la valencia del antigeno O-O 2 pg/ml; O-O 4 pgfml;
A4 B pgfml; A-A 12 pgfmi.

B. Efecto de la dosis del mismo en desencadenar el fendmeno de hi-
persensibilidad cutdnea, - HSA; @@ DNPHSA; O-O DNP, sHSA;
B8 DNP, HSA.



TABLA XV

- GRUPQ B (INMUNIZADO CON DNP, ,BSA)

PROMEDIO DE DIAMETROS (mm) OBTENIDQS DE LAS LESIONES

DE LAS PIELES DEL GRUPO B

DOSIS ( ug /0.1 ml)

2 4 8 12
0 0 0 0 0
z
v
*ﬂ
& 5 ) 0 0 0 0
e h _
= i
Lz) .
Z 15 0 43 7.1 6.8
-
<
g
28 0 4.6 6.3 1.3




DIAMETRO (mm)

Figura 30.
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2 4 6 8 10

DNPg HSA DOSIS (ug/0L mi}

Grupo de cobayos inmunizado con DNP, o BSA.

A. Efecto de la valencia del antigeno O-O 2 pg/ml; O-O 4 ug/ml;
-4 8 pgfml; A-A 12 ppfml,

B. Efecto de la dosis del mismo en desencadenar el fenémeno de hi-
persensibilidaq cutdnea, -C1HSA; 6-6 DNPSHSA; 0-0 DNP, (HSA;
i8-8 DNP,  HSA.
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c) CON'I_‘RACCION DEL MUSCULO TRAQUEAL DE COBAYO

(PRUEBA DE SCHULTZ-DALE)

Los promedios de las respuestas traqueales obtenidas en cada grupo de pre-
paraciones son mostrados en la Tabla XVI. El efecto de cada una de las variables
se analizé6 separadamente en las secciones A, B, y C de la misma Tabla. En cada
columna son comparados los promedios de los tres niveles ensayados. Para pro-
bar la hipétesis de que por lo menos una de las desigualdades mostradas en los
promedios de cada columna eran debido al efecto del factor involucrado, se apli-
¢6 la prueba de Jonckheere-Terpstra (44). También se muestran las probabilidades
de error para cada columna y la probabilidad de error apregada (45) para todos
los datos,

En la Tabla XV se muestra un andlisis de variancia (46) de todos los re-
sultados obtenidos en forma individual. En la figura 31 sc puede observar el
efecto de la concentracién del antisuero y antigeno frente a cada valencia. En
la figura 32 tenemos el efecto de la concentracién de antfgeno y valencia frente
a cada concentracioén de antisuero,

Cuando se analizaron los resultados con la Prueba de Jonckheere-Terpstra,
solo resulté estadfsticamente significativa la concentracion de antisuero con la cual
se incubaron las preparaciones traqueales, mientras que la concentracién de Ag
y la valencia no lo fueron., Pero al usar la prueba de X"de Fisher que agrega las
probabilidades, los tres pardmetros resultaron significativos.

El someter los mismos resultados a un andlisis de variancia, la concentra-
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TABLA XVI

RESPUESTAS ISOMETRICAS PROMEDIO DE LOS EXPERIMENTOS DE SCHULTZ-DALE?
SECCION A. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ANTISUERO SENSIBILIZANTE

Valencia 7 13 26 Probabilidad
Agregada®

Dosis de antfgeno (ug/mi) 18 18 180 18 18 180 18 18 180
Antisucro (ug/mb)

0.1 0.82 5.5 0.68 0.0 3.06 25.74 4.04 4.10 5.80

10.0 1.14 114 2174 29.0 15.36 862 3134 3134 5.34

1000.0 42.78 6262 5940 54.28 68.92 5506  69.90  70.64 44.24

Probabilidad? 0.21 .004 004 021 004 028 004 .004 028 P<.0!

(a)  Los mismos datos han sido arreglados en forma diferente en las secciones A, B y C para calcular las probabilidades. Los resultados mostra-
dos son el promedio de cinco replicados de las respuestas de tensién de Schultz-Dale, expresados como porciento de una respuesta a la his-
tamina (10 pg/ml).

(b)  Prueba no paramétrica de Jonckheere-Terpstra,

(c) Prucbade %2 de Fisher.

8L



Continuacion Tabla XVI

SECCION B. EFECTO DE LA DOSIS DE ANTIGENO

. 7 13 26 Probabilidad
Valencia Agregadag
Antisuero (ug/mi) 0.1 10 1000 0.1 10 1000 0.1 10 1000
Dosis de (ug/mly

18 0.82 1.14 4278 0.0 29.0 54.28 404 4134  69.90
18.0 5.0 1140 6268 3.06 15.36 68.92 410 4340 7074
180.0 0.68 2174 5940 2574 8.62 55.06 5.80 534 4424
Probabilidad? 459 012 175 021 4.59 459 459 087 021 r<.01
SECCION C EFECTO DE LA VALENCIA
: 0.1 10 1000 Probabilidad
Antisuero (ug/ml) Agregada®
Dosis de ant{geno (ug/mi) 1.8 18 180 1.8 18 180 1.8 18 180
Valencia
7 0.82 5.0 0.68 1.14 I1.14 21.74 42,78 62.68 59.40
13 000 306 25.74 29.0 15.36 8.62 54.28 68.92 55.06
26 4.04 4.10 5.80 314 43.40 534 69.9 70.64 44.74
l‘mlmhilidzldh 5 004 .087 087 .087 459 .203 459 02<P <01

175
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TABLA XV

ANALISIS DE VARIANCIA DE LAS RESPUESTAS ISOMETRICAS
DE LOS EXPERIMENTOS DE SCHULTZ-DALE

Fuente de Grados de Nivel de
variacion libertad confianza

A) Antisuero sensibilizante 2 70.39 1.000
B) Dosis de antfgeno 2 0.98 0.620
C) Valencia 2 1.36 0.739
Interaccion AB 4 1.18 0.675
Interaccién AC 4 0.52 0.279
Interaccién BC 4 1.97 0.897
Interaccion ABC 8 1.10 0.632
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75r 18 wg/mi . 18 umg/ml r 180 wgs/mi
7
13
sol- - k-
[
%o
251 o +
\
J — A J —_ L :
10-7 10-5 10-3 107 DS 10-3 107 105 10

CONCENTRACION DE ANTISUERO ( g / mi )

Figura 3], Efecto de la concentracién del anticuerpo y del antigeno, sobre la res-
puesta de tensién de las preparaciones traqueales, cuando el antigeno
porta distintas valencias: O-0 7, 0-[1 13 y A~A26.
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Figura 32, Efecto de la concentracién del antigeno y la valencia en la respuesta
de tensi6n de las preparaciones traqueales cuando se incuban con distin-
tas concentraciones de anticuerpo: O~00.1,0-010y A-A 1000 pg
de Ab/ml. Los antigenos usados fueron DNP,HSA, DNP ;HSA y
DNP, HSA.
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cién de antisuero también resulté claramente significativa, no siendo as{ para la
concentracién de Ag y la valencia. Sin embargo, la interaccion de la concen-

traci6én de Ag con la valencia se aproxima mucho a la significancia estadfstica.



a) DIALISIS EN EQUILIBRIO

Hemos presentado e ilustrado un método que permite la estimacion de Jas
concentraciones de los productos en el equilibrio de la reaccion entre un antigeno
conjugado polivalente y el anticuerpo antihapteno. El método descansa en la ca-
pacidad del antfgeno de desplazar al hapteno radiactivo del sitio activo del anti-
cuerpo y requiere de la estimacion previa de la constante de afinidad de la reac-
cién entre el sitio activo y el hapteno (k). También, el método aplica la teorfa
de Klotz (16) para asociaciones miltiples, la cual supone identidad de los sitios
activos y ausencia de interacciones.

Nuestros experimentos estimaron distintos valores de k dependiendo, prin-
cipalmente; del origen de los anticuerpos, siendo mds alta la k del sexto sangrado

'y cercana a | x 108M'1. También, los anticuerpos del sexto sangrado mostraron
una menor heterogeneidad que los del quinto sangrado. Nuestro estimado de k es
parecido al que se encuentra en la literatura (47 y 48) y su incremento en el tiem-
po explicable en funcioén de la maduracién de la respuesta inmune, Iguaimente,
la tendencia a una réspuesta mys homogénea, que se evidencra en el inéremento en
a hacia valores cercanos a la unidad con el paso del tiempo, podria explicarse como
resultado de la presidn selectiva del antigeno sobre la poblacion de células inmuno-
competentes (49). La gran homogeneidad de los anticuerpos del sexto sangrado
justificaron su uso para los experimentos de competencia pues una de las restric-
ciones del modelo de Klotz es que los sitios activos sean idénticos.

Los antfgenos DNP,,BSA y DNP, (BSA fueron los que mejor compitie-
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. ron con el hapteno *H-DNP-lis, mientras que DNP¢BSA lo hizo menos notoria-
mente (figuras 16, 17, 18 y 19). Las distribuciones de los distintos complejos
IASi | se modiﬁcaron.pcrceptiblemente con la concentracién del antfgeno compe-
tidor, favoreciéndose la formacion de complejos saturados de anticuerpos al dismi-
nuir la concentracion de antigeno. Este efecto es, desde luego, de esperarse siguien-
do la teorfa “de redes” de Pauling (9) para la formaci6én de complejos Ag-Ab.
Sin embargo, nuestros experimentos nunca alcanzaron la saturacién completa:
i = 19 para DNP, ;BSA, i = 10 para DNP, ;BSA y i = 6 para DNP, BSA, sino
i= 12, 6 y 4 respectivamente. Esta discrepancia puede ficilmente ex'plicarse ya
que el método densjtométrico estima todos los grupos DNP-lisina presentes en
una molécula independientemente de su posicién espacial, mientras que los anti-
cuerpos solo reaccionan con aquellos grupos que sean periféricos y cuya posi-
cion no les impida o dificulte la ocupacién de otro (impedimento estérico). Nues-
tro estimado de la valencia lo creemos mds pertinente a la fenomenologfa inmun-
l6gica que aquél que cuenta todos los grupos presentes,

El principal atractivo de este método radica en la posibilidad de montar
una reaccion Ag-Ab en condi;:iones tales que se produzca un determinado tipo Ae
complejo Ag-Ab. Conocer el tipo de complejo mds probable en un sistema antige-
no-anticuerpo puede ser de gran interés para investigar cl mecanismo de induccion
de la respuesta inmune a nivel de la membrana de la célula inmunocompetente,
donde el numero de receptores fijados por cada antfgeno o la constante de afinidad
promedio de la reaccion han sido propuestos como los eventos determinantes de

que la célula inicie la sfntesis de anticuerpos o se vuelva tolerante (12 y 37). Tam-
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bién, las propiedades biol6gicas de los complejos se modifican segun su compo-
sicion, asf tenemos que la enfermedad del suero, y otras enfermedades de las que
aquélla es modelo, probablemente dependen precisamente de la cantidad de com;
plejos solubles formados en la reaccion antfgeno-anticuerpo (2, 3). La fagocitosis
del complejo Ag-Ab que es la principal vfa de eliminacién del material extrafio
representado por el antfgeno, también depende criticamente de la composicién del
complejo, facilitindose considerablemente cuando el complejo es precipitable, (13}
lo que solo ocurre en cierto rango de las concentraciones relativas de los reactantes
(9). Finalmente, la inactivacion de moléculas bioldgicamente activas, como la
toxina tetdnica, también posiblemente dependa de la molecularidad del complejo
toxina-antitoxina (50). As{ que, cuando menos en las dreas mencionadas, el cono-
cimiento del complejo Ag-Ab mds probable en un sistema puede ser revelador de

los mecanismos quimicos y biolégicos involucrados en el evento.
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b) INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION PASIVA

En este sistema de reaccién se mostré que la capacidad inhibitoria de los
antfgenos que tienen una diferente substitucion hapténica es distinta. Los re-
sultados mostraron que para alcanzar el 25°/0 de inhibicion de la hemaglutina-
cién, se requerfa de una concentracion 10 veces menor de los antigenos mds
substituidos (13 y 26) que la del antfgeno mds pobremente conjugado, 'Lo ante-
rior lo explicamos por incrementos en la valencia del antfgeno acompaiiados de
un aumento en la afinidad por el receptor, y por ende en su capacidad para for-
mar complejos inmunes.

Se eligié el 25°/0 de inhibicién para hacer ia comparacién entre los tres
antigenos, porque es aproximadamente la mitad del mdximo de inhibicion obte-
nido, ya que en este trabajo nunca logramos una inhibicién mayor del 50013 como
explicaciébn proponemos que los antfgenos adsorbidos a una fase sélida o semi-
s6lida muestra una mayor afinidad por los receptores que los antigenos solubles,
por el simple hecho de estar distribuidos en una superficie tridimensional facili-

tando asf su rpaccién.
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¢) HIPERSENSIBILIDAD CUTANEA ACTIVA

En estos experimentos los antfgenos HSA y DNP5 HSA no indujeron eritema
a las concentraciones utilizadas, mientr;s que DNP, 5HSA y DNPZBHSA si lo
hicieron, siendo las respuestas similares en magnitud. Incrementos en la concen-
tracién de antigeno y de la valencia se tradujeron en un aumento del didmetro
del eritema, aunque tiende a hacerse constante a concentraciones mayores en am-
bos casos. Lo anterior sugiere que.después de rebasado cierto umbral, tanto en la
concentracion de antfgeno como en la valencia, se obtiene una poblacién de com-
plejos inmunes 6ptimos para disparar el fenémeno de hipersensibilidad cutdnea
activa.

La incapacidad de HSA para despertar hipersensibilidad se debi6 a que el
acarreador usado para sensibilizar a los cobayos fue BSA. El que DNP HSA no
haya evocado una reaccién inflamatoria puede explicarse por su bajo grado de
substitucién e incapacidad para formar el complejo 6ptimo para disparar el fe-’
noémeno.

Respecto al papel de la valencia del antipeno en la induccién de hipersen-
sibjlidad, no se obtuvieron diferencias entre DNPlgBSA v DNP39BSA, tal vez
por no haber explorado un range mds amplio de substitucion (DNPBSA no fue

probado como inductor de hipersensibilidad).
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d)- PRUEBA DE SCHULTZ-DALE

En la indﬁqéién de la contraccion del misculo liso traqueal de cobayo, se
exploraron tres variables: 1) concentracién del antisuero; 2) concentracion del
antfgeno; 3) valencia del antigeno.

En el andlisis de variancia de los resultados obtenidos se encontré, que la
concentracion del antisuero con la cual se sensibiliza al masculo es la variable
principal. Analizando en forma separada Ja concentracion de antfgeno y la va-
Iencia, no se obtuvieron diferencias estadfsticamente significativas, aun(iue inspec-
cionando la Tabla d; Anilisis de Variancia se observd, que la interaccion de la
concentracion del antf{geno con la valencia sugiere fuertemente la existencia de un
complejo dptimo para lograr una respuesta maxima.

Cuando se analizaron los datos con la Prueba no Paramétrica de Jonckheere-
Terpstra, también se obtuvieron diferencias significativas cuando se trata de la
concentracion del antisuero con la cual se sensibiliza al musculo traqueal. La
significancia de la concentracion del antfgeno y la valencia del mismo por este mé-
todo no es clara. Sin embargo, aplicando una Prueba de X* para probabilidades
agregadas, resultaron claramente significativas las tres variables estudiadas, lo
cual apunta hacia la formacion de un complejo Ag-Ab dptimo.

En general, consideramos que los pardmetros: concentracion de los reac-
tantes y valencia del antigeno actuaron de manera importante en la formacion de
distintos complejos inmunes con capacidad diferente para disparar los fen6menos

biolégicos. Ademds la influencia de cada uno de ellos en los fenémenos explora-
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dos fue distinta. El papel de la valencia, del ant{geno se demostrd no_toriamente en
los experimentos de didlisis en equilibrio, cuando usamos como competidores
ant{genos con un numero de grupos hapténicos creciente y en la inhibicion de
la hemaglutinacion, En el fenémeno de hipersensibilidad cutdnea activa, la com-
binacién de concentracion del antigeno con la valencia se manifestd como uno
de los aspectos mds relevanies en el disparo de la reaccién. Sin embargo, en la
Prueba de Schultz-Dale, la concentracién del antisuero sensibilizante fue la va-
»riable fundamental. Mientras que la combinacién de la concentracion del antf-
geno con la valencia, alcanzando lfmites de significancia estadfstica, solo permite
sospechar su importancia en la formacién de complejos inmunes biolégicamente

activos.
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