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En este trabajo estudiamos ta heterogeneidad de afinidades de los 
anticuerpos anti-dinitrofenol producidos por dos cepas singénicas de 
ratones (Balblc Ann yC57Bll6) y un conejo (Nueva Zelanda Blanco). 

En los ratones investigarnos el Medo de diferentes variables en la 
distribución <le afinidades de los anticuerpos producidos. Estuciiamos dos 
diferentes dosis de antígeno, dos números de inoculaciones y el papel del 
Adyuvante Cornpteto de Freund (ACF). Las i)ernNas y tos maci)OS fueron 
estudiados por separado. En el conejo analizamos los cambios en la 
distribución de afinidades a medida que aumentábamos el número de 
inoculaciones. Investigamos también la evolución de la respuesta del 
conejo después de un último reto en estado de hiperinmunización. 

En los ratones observamos diferentes distribucior)es de afinidades tanto 
entre las cepas como entre los sexos. Las hembras, principalmente tas de 
la cepa Balblc, produjeron más rápidamente grandes proporciones de 
anticuerpos de alta afinidad que los machos. En ratones hay otros dos 
hallazgos notables: 1) ta dosis baja del antígeno indujo anticuerpos de 
menor afinidad que la dosis alta¡ 2) los anticuerpos de baja afinidad nunca 
desaparecieron de la distribucion de afinidades. Se discuten las posibles 
causas de estos hallazgos. · 

En el conejo encontramos también antlcuerpo·s de baja afinidad aún 
después de varios retos con el antígeno, a pesar de que claramente se 
observa una maduración de la afinidad. El estudio del conejo en estado de 
hiperinmunización nos muestra <latos que apoyan la idea de que tos 
anticuerpos de baja afinidad pueden ser producto del constante 
reclutamiento de nuevas células. 

Por otro lado, diversos histogramas mostraron una tendencia a una 
distribución común de las afinidades, se discuten sus posibles 
implicaciones. 

Finalmente, proponemos una modificac.ión,al método que utilizamos para 
describir la heterogeneidad. La modificación propuesta otorga a cadla 
distribución de afinidades un peso proporcional a la cantidad de 
anticuerpos que te corresponden. Esto permite evaluar la distribución de 
afinidades de una manera más completa: en la misma gráfica pueden 
hacerse simultáneamente el análisis cualitativo y el cuantitativo. 
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L6 respuesta inrnune estb representada por una grnn diversidad de 

fenómenos cuyos protagonistas son un conjunto de células y moléculas que 

interactúan entre sí pern dar lugar a acciones de una alta complejidad que 

aún no son conocidas ni comprendidas en su totalidad. Los anticuerpos que 

se obtienen como resultado de un estímulo antigénico único, presentan 

Mterogeneidad tanto estructural como funcional, contribuyendo de esta 

manera a la diversidad de la respuesta inmune. La heterogeneidad de 

afinidades de los anticuerpos es el lema que nos ocupa. 

Les interncciones antígeno-anticuerpo pertenecen a un grupo de 

reacciones biológicas de fijación no covalente entre un ligando y un sitio 

activo de una macromolécula. Estas reacciones incluyen las que se dan 

entre enzima y sustrato, hormona y rnceptor,."ligando a proteína 

acarreadora, etc. Sin embargo, la reacción antígeno-anticuerpo tiene 

características especiales debido tanto a la gran diversidad· de antígenos, 

~orno a la respuesta policlonal de los anticuerpos, que da lugar a una 

heterogeneidad de afinidades. La complejidad de la re6cción de fijación, 

depende principalmente de la cantidad de determinantes antigénicos 

presentes en la molécula de antígeno. 
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En el caso rnés si:nple, es deci1-, la fijeción de un hapteno, la reacción 

puede describirse de la siguiente rnai1era,' en equilil:Jtio (revisado por 

Ster1a1·d & Steensgard, 1963): 

- ka 

[Ac] + [L] .,,0 [Acl] , 
kd ' 

Donde [Ac] es la concentración de anticuerpos libres; [LJ la concentración 

de hapteno libre; IAcL] la concentración del complejo antígeno-anticuerpo; 

k,, la constante de asociación y kd la constante de disociación. 

En estado de equilibrio químico o termodinómico, la constante de 

equilibrio (K) se define como sigue: 

Termodinámicamente la afinidad se define como el negativo del cambio 

de energía libre de la reacción. El cambio 
0

de energíii" libre (AG°) se define 

como sigue: 

AGº= -RTlnK 

Donde Res la constante del estado gaseoso (6.314 J/mol ºK) y T es la, 

temperatura absoluta en grados Kelvin (ºK). 

Experimentalmente, sin embargo, la constante de asociación (es decir, la 

constante de equilibrio del proceso de asociación) se usa frecuentemente 

como une medida aproximada de la afinidad. 
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Parn describir la inte1·acción entre un 11apteno monovalente y un 

anticuerpo se ha utilizado el té1·mino de afinidad intrínseca; para describir 

la interacción entre un antígeno oligoV11lente y los sitios activos de un 

anticuerpo se 11a utilizado el de afinidad funcio~al (Hornick & Karnsh, 

1972). Este último concepto irnplica que se tornan e·n· cüenta factores 

ajenos a la reacción anlígeno-anticueqio en sí misma. Estos factores 

incluyen la valencia del anticuerpo, la del antigeno, interócciones entre 

sitios de fijación, etc. (Larralde & Janof, 1972; Klotz & Hunston, 1975; 

Ce lis et al., l 977). 

La afinidad promedio de los anticuerpos que reaccionan ante un antígeno 

aumenta progresivamente con el tiempo, después de la administrnción del 

antlgeno (Eisen & Siskind, 1964; Steiner & Eisen, 1967a). Así misrno, la 

afinidad promedio es mayor durante la resP.uesta secundaria que durante la 

primaria (Steiner & Eisen, l 967b). Esta maduración de la afinidad se ha 

explicado por un proceso de selección de las células capaces de producir 

anticuerpos de alta afinidad (Siskind & Benacerraf, 1969; Davie &. Paut, 

l 973). 

iTiene la maduración de afinidad un papel biológico importante? En 

otras palabras, ¿1e da ventajas al organismo la formación de complejos 

inrnunes más estables?. Efeclivarnente diversas reacciones biológicas se 

realizan con mayor eficiencia en presencia de anticuerpos de alta afinidad: 

fijeción de complemento (Fauci et al., \ 970); eliminación del antígeno 
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(Alpers et al., 1972); neutralización viral (BlanJ:. et al., 1972); protección 

en contra de infecciones bacterianas (Alllstedt et al., 1974); inactivación 

de enzimas (Ericl(Son, 1974), etc. Sin embargo, la mayor afinidad promedio 

de los anticuerpos no siempre es ventajosa para el . organismo, 

principalmente patologías autoinmunes se l1an asociado¡; una alta afinidad 

(Goidl et al.,_ 1983; Allmed et al., 1985). Existen por· otro lado, organismos 

Incapaces de desarrollar maduración de la afinidad de los anticuerpos que 

producen; esta deficiencia se ha asociado a enfermedad crónica por 

complejos inmunes (Soothill &. Steward, 1971 ). La mayoría de estos 

estudios se han hecho considerando exclusivamente la afinidad promedio. 

Esta sin embargo, se calcula suponiendo que la distribución de afinidades 

es unimodal y de forma normal o cercana a ella (Sips, 1948). Diversos 

autores sin embargo, han demostrado que la distribución de afinidades no 

sólo no es simétrica sino tampoco unimQdal (\.\lerblin & Siskind, 1972; 

Flanagan et al., 1978). Esto significa que la afinidad promedio no puede ser 

rnás que un reflejo simplista de fenómenos muy complejos. Distribuciones 

de afinidades muy distintas pueden dar lugar a afinidades promedio 

similares; no sabemos sin embargo, si estas distintas distribuciones 

tienen un papel biológico distinto. De hecho, no se conoce el papel biológico 

de la· l1eterogeneidad de afinidades. Esto se debe a que no se conocen 

fenómenos muy diversos que ccmt1·i1Juirían a aclararlo; por ejemplo: la 

distribución inicial de las diversas poblaciones de anticuerpos que 

responden a un estímulo antigénico, las modificaciones que sufre a través 
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del tiempo, o la rnanera rnmo se comporta bajo la influencia de diversas 

Vélrlables. 

Se han hecho diversos intentos pare describir la heterogeneidad de 

afinidades (para una revisión reciente ver Sciutto, 1986); la mayoría de 

los rnétodos son muy complejos y de difícil aplicación, por lo que no se hen 

resuelto problernas fundamentales en el tema. 

Recienternente se desarrolló un método sencillo (Sciutto et al., 1987) 

que se basa en la interpretación de la gráfica de Klotz ( 1982) como una 

curva de frecuencias acumuladas. Esta g1-áfica de fracción de sitios 

ocupados en función del logaritmo de hapteno lib.-e, es susceptible de 

dividirse en intervalos, de tal manera que puede g.-afica.-se el cambio en la 

fracción de sitios activos ocupados por cada intervalo de logaritmo de 

hapteno libre. Se obtienen así l1lstogramas que por-si mismos desc1iben la 

disttibución de afinidades (Sciutto et al., 1~87). Estoe histogramas pueden 

diferenciar entre dos poblaciones de anticuerpos si éstas difieren en más 

de un orden de magnitud en afinidad. Es decir, no detectan més de una 

población por cada unidad logarítmica de hapteno libre y por lo tanto el 

número máximo de poblaciones encontradas es limitado. Sin emb~rgo, es un 

método sensible a la heterogeneidad de afinidades, los histogramas se 

derivan directamente de datos de fijación y es sencillo de aplicar e 

interp.-etar. 

Desde un punto de vista técnico, el método de apagamler1to de 

fluorescencia (Eisen & McGuigan, 1971) nos ha sido muy útil para la 
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obtención de los datos de fijación rundeirnentalmente por dos rnwnes: 

pueden obtenerse un gran número de puntos, e diferencia de otros métodos 

corno la diálisis en equilibrio; y es ideel pare el sistema que utiliza el 

dinilrofenol (ONP) para la inducción de anlicue1-pos. Esto último se debe a 

que el DNP es una molécula cuyo máximo de ebso1-ción eStá en los 363 nm 

de longitud de onda. Las proteínas en general, y los anticuerpos en 

particular, al ser excitados a 295 nm de longitud de onda tienen su máximo 

Ge emisión de fluorescencia a una longitud de onda ce1·cana a los 345 nm, 

fundamentalmente por su contenido de triptofanos (Eisen & McGuiga¡¡, 

1971). Entonces, el DNP es capaz de absorber la fluorescencia emitida por 

las proteínas. La ocupación con DNP de los sitios activos de los 

anticuerpos anti-DNP, absorbe la fluorescencia de los triptofanos de ese 

lugar, y provoca su apagamiento específico. Esto significa que las 

diferencias más notables entre el apagamiento. de los anticuerpos 

específicos y las gamaglobulinas normales (o cualquier otra proteína), se 

observan a concentraciones relativamente bajas del hapteno. A altas 

concentraciones, las constantes colisiones provocan apagamientos 

inespecíficos de gran magnitud (Cantor & Schimmel, 1980). 

Con el fin de avanzar en el conocimiento del papel biológico de la 

heterogeneidad de afinidades, este trabajo reconoce como principales 

objetivos: 
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- Conocer la influencia de diversas va1iables en la heterogeneidad de 

afini de des. 

- Estudiar las diferencias en él perfil de· afinidades de anticuerpos 

específicos producidos por distintas cepas de ratones. 

V a m6s largo plazo: 

- Relacionar la distribución de afinidades de anticuerpos con 

susceptibilidad a ciertas enfe1~medades (en especial las autoinmunes). 

Inoculamos 2,4-Dinilrofenol (DNP) acoplado a un acarrnador (albúmina 

sérica bovina, EISA) a dos diferentes cepas singénicas de 1-atones y a un 

conejo. Estudiamos dos diferentes dosis del antígeno, el papel del 

Adyuvante Completo de Freund (ACF) y un número diver-so de inoculaciones. 

Los datos de los ratones machos y 11embres fueron obtenidos por separado 

para conocer sus diferencias. Utilizamos, el métod.o de apagamiento de 

flUorescencia (Eisen & McGuigan, 1971) para obtener los datos, y los 

procesamos de acuerdo al método descrito por Sciutto y colaboradores 

( 1987). 
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A ni rn al es. 

Se utilizBron ratones de las cepas singénicas Balb/c Ann y C57Bl/6, , .,, ' . ,- ' 

obtenidos del bioterio del Instituto d~}l~vestigaciones Biomédic6s de le 

UNA11, a cargo del Dr. Cirn Lornel í. Se utilizó también un conejo hembra 

Nueva Zelanda blanco del bioterio del Instituto de Fisiología Celular. 

Prepuroción del ontígeno. 

Se acopló dinitrofenol (DNP) e albúmina sérica boYine (BSA) de acuerdo 

por el método descrito por Eisen (1964). Una vez hecho el acoplamiento y 

dializada la solución exhaustiveniente pera eliminar el. DNP libre, se 

determinó el número promedio de moléculas del hapteno por rnólecula de 

BSA (a), que fue de 13. El cálculo de la concentració¡; de DNP se besó en su 

coeficiente de extinción moler e 363. nm de longitud de onde, y la 

concentración de BSA se calculó por el método de Lowry (1951). 

Inmunización. 

Se inoculó DNP13BSA a varios grupos de ratones Balb/c. Se utilizaron dos 

diferentes dosis (20 y 200 µg), inocul6dos en presencia o 6Usencia de 

adyu•/ente completo de Freund (ACF). Unos se inocularon una sola vez y 

otros en 5 ocasiones. En este último ceso le frecuencia de eslírnulos fue de 



9 

cada dos semanas. En todos los casos la primera inoculación se aplicó por 

vía intramuscular (IM) y las subsiguientes ¡1or vía intreperiloneal (IP); el 

volumen inyectado siempre fue de 100 µL. En los gi-upos con ACF, éste se 

utilizó únicamente para la primera inoculación. Se estudio cada uno de los 

sexos por separado. Estos dalos se muestran en la Tabla 1. 

'ii'@Th>U@ U. li'irol\®&®U© @l:;¡ Dliilliiiill!llWUl'<@©Mlllil @:;¡ ief;líiJ®ll lñJt,<11f'i!Wllll\!. 
GRUPO SEXO NO. DE RATONES DOSIS(µg) ADYUVANTE NO.ESTIMULOS 
CONTROL H 20 O NO O 
HS120 H 20 20 NO 1 
HS 1200 H 20 200 NO 1 
HC 120 H 20 20 SI 1 
HC1200 H 20 200 Si 1 
HS520 H 20 20 NO 5 
HSS200 H 20 200 NO 5 
HC520 H 20 20 SI 5 
HCSZOO H 20 200 SI 5 

CONTROL M 20 O NO O 
MS120 M 20 20 NO 1 
MS1200 M 20 200 NO 1 
MC120 M 20 20 SI 1 
MC1200 M 20 zoo· SI 1 
MSSZO M 20 20 NO ~ 5 
MS5200 M 20 200· NO 5 
MC520 M 20 20 SI 5 
MC5200 M 20 200 Si 5 

Antígeno utilizado: Df~P 13BS~; vol. de inocul&c\ón:. 100.UL; vi'e de inoculeción: IM primer 
~stimulo, IP subsiguientes; frecuencio de esHmulro: cada ~os ~emanas. 

En el caso de los ratones C57/Bl6 se utilizó el mismo protocolo, con la 

diferencia de Que el número de inoculaciones fue de 5 y 7. Esto se debió a 

Que en los ratones Balb/c no encontramos anticuerpos después de una 

inoculación (ver resultados). 
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Utilizamos también un conejo hernbrn Nueva Zelanda blanco. Le 

inocularnos la rnisrOó preparación de DNP13BSA. La primera inoculación fue 

vía intramuscular y con ACF. Las subsiguientes fueron inlraperitoneales, 

en solución salina. En todos las casos la dosis fue de 500 µg, lomando en 

cuenta la concent.-ación de BSA. El conejo se inoculó 12 veces 

consecutivas, con una separación de dos semanas entre cada reto. Siempre 

se sangró siete días después de la inoculación. Posteriormente se dejó 

reposar durante siete meses y se volvió a inyectar vía i.p. con la misma 

dosis. En esta ocasión se obtuvo sangre diar-iamente. 

Obtención del suero_ 

Los ratones se sangraron 15 días después de la inoculación cuando ésta 

fue única, y 7 días después de la última inoculaCÍón cuando se trataba de 

los grupos de 5 ó 7 estímulos. El suero se <lbtuvo en fados los casos por los 

métodos convencionales. 

Purificación de anticuerpos_ 

La detección inicfal de anticuerpos se hizo por el método de doble 

inmunodifusión. Los sueros positivos para DNP se prncesaron de la 

siguiente manera. Las gammaglobulinas de los sueros de ratones y del 

conejo, se obtuviernn por precipitación con sulfato de amonio [(NH4 )2 SD41 

al 33% (V/illiarns & Chase, 1967). En el caso de los ratones Balb/c, además 
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se purificaron anticuerpos por crotnatografía de afinidad en columnas de 

Se.phorose 48 a las que pre·~iamente se les había acoplado DNP-1-lisina 

(March et al., 1974). La elución se hizo con ácido acético 0.2 y 0.5 N, las 

fracciones de 1 mL se neutralizaron inmediatamente con Tris 2.5 M. Las 

fracciones seleccionadas por D.O. 2B0
0
m>0.04, se concentraron con 

membrana XM-100 en un equipo de ultraiiltración de Amicon. 

Obtención de curvas de fijación del hapteno. 

Las curvas de fijación del hapteno a los sitios activos de los anticuerpos 

se obtuvieron por apagamiento de fluorescencia, de acuerdo con el método 

descrito por Eisen ( 1 971). Brevemente, en una cubeta de cuarzo se pusieran 

1.5 µL de una solución de anticuerpos puros o de garnrnaglobulinas totales 

a una concentración de 40 µg/rnL (deter·minada por·D.D. 2BOnm) y se leyó la 

fluorescencia inicial en un fluorórnetro lirninco-Bowrnan, la longitud de 

onda de excitación fue de 295 nrn y la de_ emisión de 345 nm. Hecho esto, 

con una micro jeringa se hicieron adiciones 5 µL cada vez a partir de un 

conjunto de diferentes soluciones de DNP-1-lisina a concentraciones de 1 x 

10-7 M, l x 10-6 M, 1 x 10-5 M, 1 x ¡ o-4 M y l x 10·3 M, de tal manera que la 

concentración inicial del hapteno en la solución fuera de 3.65 x 10-10 11 y 

la final después de 50 agregados de 5.75 x 1 o-5 M. Después de cada uno de 

los ~gregedos se midió la fluorescencia. 
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Cálculos de frocción de sitios actiYos ocupados (r) y hapteno 

libre (LJ. 

Los apagamientos específicos parciales (Q) y máximos (Qmax) · se 

calcularon de acuerdo a la siguiente fórmula: 

(0,=(FG,-FA,l* 100/FG;l ( 1) 

Donde: O; es el apagamiento específico de los anticuerpos en el agregado 

i, expresado en por ciento, y Qmax es el máximo apagamiento específico 

logrndo; FG; es la fluorescencia de las gammaglobulinas nonnales (control) 

en el agregado i; FA¡ es la fluorescencia de los anticuerpos problema en el 

agregado i. 

El yalor de fluorescencia que se utiliza en la fórr11u1a (Í) se calcula en 

base a la fluorescencia inicial (tomada c~mo el 10.9%) y la fluorescencia 

posterior a cada agregado. Esta última se ajusta de acuerdo al Yolumen de 

hapteno adicionado hasta el agregado i, y se expresa en porciento de la 

fluorescencia inicial. I 

El cálculo de fracción de sitios actiYos ocupados (r) se hace· 

indirectamente tomando como base Q y Qmax: 

(r,=Q/Qmax) (2) 

Donde r; es la frncción de sitios ocupados en el agregado i. 



13 

La cantidad de hapteno unida a los sitios activos {P) se calcula, también 

de manera indirecta, con Ja siguiente fórmula: 

{3) 

Donde P; es la cantidad de hepteno unida a los sitios ilctivos en el 

agregado i, y 50 es la concenlrnción inicial de sitios activos. 

V finalmente el cálculo de hapteno libre (L): 

{4) 

Donde L¡ es la concentración de hapteno libre y T; la concentración total 

de hepteno en le solución, ambos en el agregad.o i. 

Todos estos cálculos se hacen utilizando un programa computacional 

elaborado por nosotros (•Jer apéndice). 

Obtención de Jo distribución de ofini'dodes. .e· 

A partir de estos delos se trazaron les_gráfices de logaritmo de hepteno 

libre (Log L) vs fracción de sitios activos ocupados (r) (Klotz, 1962) de las 

que se derivaron los h1stogrnrnas que describen el número de poblaciones y 
·-· . ! 

su distribución de afinidades, de acuerdo con el método propuesto por 

Sciutto y col s. ( 1967), con la diferencia que presentemos los histogramas 

en forme de áreas bajo le curva y no en forrna de barras corno ellos 

proponen. l:lrevemente, el método consiste en interpretar Is gráfica de 

Klotz como una curva de frecuencias acumuladas, susceptible de 
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descomponerse en intervalos, de manera que se grafica el cambio en la 

fracción de sitios ocupados (;,r),. por cada interYalo del logaritmo de la 

concentración de hapteno libre (log LJ. La interpretación de los 11istograrns 

resultantes se basa fundamentalmente en dos puntos: a) los sitios actiYos 

de mayor afinidad son aquellos que se ocupan a menor concentración de 

hapteno libre en la solución, y por lo tanto están representados hacia la 

izquierda del eje de las abscisas; b) la amplitud del rango de fijación de 

hapteno libre está en función de la heterogeneidad de afinidades de los 
' 

sitios actiyos de los anticuerpos: cuando ésta es mayor, el rango de Log 1 

también lo es. 

Obtención de lo ofinidod promedio. 

la afinidad promedio Ja obtuYimos a partir de ·Ja forma logarítmica de 

la ecuación de Sips ( 1948): ,, 

Log r/ 1-r=a Log K + a log L (5) 

Donde a es el índice de heterogeneidad y K es la constonte de asociación 

intrínseco. 

Delerminoción de concenlroción de onticuerpos anli-DNP. 

Utilizendo un ensayo inmunorradiométrico determinamos la proporción de 

anticuerpos anti-DNP en las garnmaglobulinas totales del conejo. 
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Para hecer el ensayo inmunorradiométríco, el primer paso fue por un 

lado definir la concentración óptima de las gammaglobulinas a utilizar, y 

por el otro determinar tanto el acarreador y la concentración de DNP, corno 

el amortiguador más adecuados para adherir el DNP a los pozos. 

Se probaron 1, 5 ylo µg/mL, tanto de las gammaglobulinas normales 

(control negativo) como de la 10' inoculación del conejo (control positivo). 

Se probaron adernás distintas concentraciones de DNP-lisine ( 10-7 , to-6, 

10-s, to-4, 10-3 M) y de DNP-hemocianina (t, to y too µg/mL); ambas 

preparaciones en dos distintos amortiguadores: de boratos salino (SABS, 

ácido bórico 200 mM y cloruro de sodio 160 mM, pH B) y de carbonatos (3:1 

bicarbonato/carbonato, t 00 rnM, pH 9.5). 

Utilizando lisina corno acarreador, no se adhirió DNP a los pozos con 

ninguna de las concentraciones probadas y con ninguno de los dos 

amortiguadores. Por el contrario, el DNP acoplado a nemocianina se adhirió 

con todas las concentraciones utilizadas y suspendido en ambos 

amortiguadores; sin embargo, las lecturas fueron más· estables con el 

amortiguador de carbonatos. La cantidad de anticuerpos pegados aumentó 

proporcionalmente a la concentración de garnrnaglobulinas utilizadas, 

independientemente de la concentración de DNP-hemocianina. 

Decidimos. entonces utilizar una concentración de · 100 µg/mL de 

DNP-hemocianina (pera asegurar saturación) en amortiguador de 

carbonatos y de 1 o µg/mL de gemmaglobul inas (para asegurar una gran 

diferencia con las gernrneglobulinas normales). 
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A cada uno de los pozos de la placa utilizada (lnm11/011 .2 R2movo1·ve/, 

sirtps, Dynatech Labora tones \ne.) le agregamos 100 µL del a.nlígeno, lo 

dejamos a temperatura ambiente durante 4h y posteriormente toda la 

noche a 4ºC. A la mañana siguiente lavamos los pozos 5 veces con PBS-T 

0.05%, bloqueamos sitios de pegado inespecífico con gelatina al IX durante 

40 minutos y voWirnos a lavar 5 veces con PBS-T 0.05%. Hecho esto 

agregamos 100 µL de las gammaglobulinas marcadas con 1125 (controles o 

problema), determinamos en un contador de radiaciones gamma ( Gommt 

550!'. Beckrnan) la radiactividad agregada en cada pozo, y las dejemos 

Incubando durante 4h. Posteriormente lavarnos 5 veces con PBS-T 0.05% y 

contamos nuevamente la radiactividad correspondiente a los anticuerpos 

pegados específicamente. De esta .manera obtuvimos el porciento de 

anticuerpos ant1-DNP en las inmunoglobulinas de cada uno de los grupos de 

conejos. 

lodlnaclón_ 

A 200µL de gammaglobullnas a una concentración de 5 mg/ml se les 

agregó 1 µL de 1125 (NEN) y una perla /odo-fieod (Calbiochem, Co.). Se 

dejaron reaccionando durante 15 minutos y para eliminar el iodo libre se 

pasaron poste1iormente por columnas de 5 cm de largo de Seph&de>: 6-.25 

coerse (Pharmacia) previamente equilibradas en SABS (Tuszynskl, 1980). 

Para definir si efectivamente se na eliminado todo el iodo libre, 

medirnos qué porciento de la radiactivided precipitaba con ácido 
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tri cloroacético (TCA) al 10% (junto con las proteínas). Brevemente, 

hicimos lo siguiente: en un tubo con 4 mL de SAEIS agregamos 100 µL de 

suero bovino y 1 µL de las gammeglobulinas iodinadas. Se tornaron 500 µL 

de esta mezcla y se agregaron a 500 µL de SABS (control) o de TCA al 20%; 

se incubaron duren te 30 minutos e 4'C, se centrifugaron las rnuestn•s a 1 O 

000 rpm durnnte un minuto, y se leyó el sobrenadente en un contador de 

radiaciones garnma. El porciento de precipilabilidad se obtuvo de la 

siguiente manera: 

[(cpm en SABS-cpm en TCA)/cpm en SABSJ x 100 

Se espera que el porciento de radiactividad precipitada sea super;or al 

90%, si esto no es así significa que todavía hay demasiado iodo libre; es 

necesa1;0 en ese coso pasar nuevamente la muestra por una columna de 

Sephede,1· 5-.;,~ hasta obtener una precipil~ción supe¡i ora esa cifra. 

Hecho esto, se mide la radiactividad de cada una de las soluciones de 

gammag.lobulinas iodinadas así como la concentración de proteína, para 

determinar su actividad específica. 
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Cepo Bolb/c. 
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Estudio con anticuerpos puros. 

Después de inocular en una sola ocasión, no pudimos delectar 

anticuerpos anti-DNP por el método de doble inmtmodifusión, por lo que 

· Jos sueros obtenidos de estos grupos no se estudiaron. Por otro lado, 

detectamos anticuerpos contra el hapleno en todos los grupos 

inoculados en 5 ocasiones, por Jo que procedimos a obtener las 

gammaglobulinas de estos sueros. Purificamos lbs anticuerpos en 

columnas de afinidad y estudiamos su apagamiento de fluore.scencia. 

En lodos Jos casos, los anticuerpos producto de Ja inoculación sin ACF 

presentaron un apagamiento indistinguible de Jos controles 

(gammaglobulinas normales). Así, los.· resultados presentados a 

continuación corresponden a cuatro grupos, todos inoculados con ACF y 

en 5 ocasiofle(\: hembras y machos con 20 µg y hembras y machos con 

200 µg. 
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En el caso de los anticuerpos de las hembras, al comparar el efecto de 

las dos dosis empleadas, encontrarnos tanto una mayor heterogeneidad 

·corno una mayor afinidad prnrnedio al utilizar la mayor de ellas (200 µg) 

(ver tabla 2). 

Con 20 µg todos los anticuerpos poseen una constante de afinidad 

aparente por debajo de 1 x 1a8 L/M, y pueden separarse claramente en 

dos grupos poblacionales, unos de baja(< 1x 105 L/M) y otros de mediana 

(entre 1x105 y 1 x 1ü8L/M) afinidades. 

0.2 Hembros 20 µg 

0.1 

O.O -1--..&~~¡ill 
-12 -10 -8 -6 -4 . -2 

Log L 

Ar es el c<smbio en la fracción de s'itios activos ocupados; Log Les el logaritmo de la 
concentr.ación de hapteno libre. 

' 

En la gráfica de 200 µg se pueden yer poblaciones de alta afinidad que 

no se obserYan con la otra dosis, y una mucho menor proporción de las 

poblaciones de más baja afinidad. Esto se refleja en un aumento en el 

rango de fijación (es decir en un aumento de heterogeneidad) y en un 

incremento de casi dos órdenes de magnitud en la afinidad promedio (ver 
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Tabla 2). 

0.10 Hernbnis 200 Jl9 

0.08 

0.06 

1 
O.DO .J..-......,..~z~-¡¡¡--:"~ 

0.04 

o.oz 

-12 -10 -8 -6 -4 -z 
Log L 

Nótese que el tamaño del eji:- de las orden<rdas v<iría en algunas gráficas. 

En el caso de los machas los efectos globales son similares, sin 

embargo, aquí con 20 µg es notable el predominio de los anticuerpos de 

muy baja afinidad(< t x t oS LIM). 

0.5 Machos 20 µg 

0.4 

0.3 

o.z 

0.1 

o.o J-.Al~~f/llZ~~~~..--, 
-1 z -10 -8 -6 -4 -z 

Log L 
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Ya con 200 µg aumenta la proporción de los anticuerpos de mediana 

afinidad y aparece une población con una afinidad de alrededor de 1 x 

108 L/M. 

0.2 Machos 200 µg 

l>.r 

-12 -10 -8 -6 -4 -2 
Log l 

Con ninguna de las dos dosis el rango de L<Jg Len eloque se ocupan sitios 

activos es tan amplio como en le hembras y la diferencia en la afinidad 

promedio entre dosis es, en los machos, de sólo un orden de magnitud. 

'iii'!la~ ~ 1111rnlllli!!i®!!l l?nlfilll@!!ln® !!i© fi!®í!.®llll©§ ~®fülil®. 
llfinidod Promedio 

Hembros 
20 µg 

200µg 
Mochos 

20 µg 
200 µg 

3.35X1 ü5 
2.43x 1 o7 

2.34X104 

2.24x105 
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Quisiera aquí recalcar un l1alla2go: con ambas dosis estudiadas las 

hembras presentaron poblaciones de más alta afinidad que los machos, 

lo que dió lugar a una mayor heterogeneidad de afinidades y a una mayor 

afinidad promedio en las primeras. 

Estudio con gnmmaglobullnas totales. 

Hasta aquí encontramos entonces que, de las cuatro variables 

estudiadas, sólo pudimos comparar dos: dosis y sexo. Decidimos 

entonces estudiar en la misma _cepa de ratones tas diferencias 

producidas por el ACF. Reinoculamos a nuevos grupos de ratones en 5 

ocasiones tanto con como sfn adyuvante, ~iguiendo -~ mismo protocolo. 

En esta ocasión no purificamos los anticuerpos, utilizamos 

gammaglobulinas totales (ver explicación en la discusión). 



23 

En 1-.embras encontramos que con la dosis baja {20 µg), la distribución 

de afinidades es muy similar entre los grupos con y s.in Adyuvante 

Completo de Freund: 

0.2 Hcrnbrus 20 µg e/ ACF 

Ar 0.1 

o.o _¡_-"-'=' 
-12 -10 -8 -6 -4 -2 

Lag L 

0.2 Hembros 20µg s/ ACF 

.Ar . 011 

o.o .j__,.4«: 

-12 -10 -8 -6 -4 -2 
Lag L 
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·Esto lo observamos también en los machos: 

0.4 Machos 20 µg c/ACF 

0.3 

Ar 0.2 

0.1 

o:o-l-~~~~ 
-12 -10 -8 -6 -4. -2 

Log L 

0.3 Machos 20 µg s/ ACF 

0.2 

Ar 

0.1 

o.o+-~~~11(4 
-12 -10 -8 -6 -4 -2 

Log L 

Las diferencias en afinidad promedio observadas entre sexos al 

utilizar anticuerpos puros, se mantienen al emplear gammaglobulinas 

totales: en las hembras hay una mayor proporción de poblaciones con 



J 

1 

J 

J 

J 

--¡ 
..J 

25 

afinidades alta y media. En este caso la heterogeneidad es mayor en 

machos debido a la presencia de poblaciones de muy baja afinidad que no 

encontramos en las hembras. Nótese por otro lado, que tanto en hembras 

como en machos se observan un mayor número de poblaciones de 

anticuerpos que en las distribuciones obtenidas con anticuerpos puros 

(figuras superiores páginas 13 y 14), principalmente hacia el extremo 

izquierdo (mayor afinidad) del eje de las abscisas. Esto probablemente 

se debe a que durante el proceso de purificación perdemos poblaciones 

de alta afinidad. 

Al trabajar con las gammaglobulinas obtenidas con la dosis alta del 

antígeno (200 µg), obtuvimos resultados ambiguos y no reproducibles en 

ambos grupos de hembras y en uno. de maches. El único grupo de esta 

dosis en el que encontramos resultados constantes fue el de machos con 

ACF. 

o.z 

Ar 0.1 

/ 

Mochos 200 pg e/ ACF 

-10 -6 -6 
Log L 

-4 -z 

·' 
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Como en el ceso de los anticuerpos puros, en este grupo en donde se 

estud1aron gammeglobulines totales obtenidas con le dosis elte; se 

observe une mayor proporción de anticuerpos de afinidades ella y media 

que en su grupo homólogo de dosis baja. En este histograma es también 

clara le presencie de poblaciones de anticuerpos de mayor afinidad y un 

mayor rengo de fijación que en aquel obtenido en les mismas 

condiciones de inoculación pero con anticuerpos puros. 
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Cepa C57BJ/6. 

Estudiamos las mismas variables en otra cepa de ratones (C57B1/6) 

para conocer si los hallazgos (diferencias en el perfil de afinidades 

enti-e hembras y machos, mayor afinidad con 200 µg que con 20 µg y 

también con ACF que sin ACF) pudiesen' ser un fenórneno general. Dado 

que en ratones Belb/c no habíamos encontrado ñnlicuerpos anti-DNP 

después de una inoculación, decidimos estudiar el efecto del número de 

inoculaciones con 5 y 7. En esta c·epa utilizamos para lodos los 

experimentos gammaglobulinas totales. 

Esta cepa resultó ser más sensible al antígeno y murieron casi todos 

los ratones inoculados con la dosis de 200 µg (ver discusión para una 

posible explicación); trabajamos por lo tanto con canti'dades muy 

pequeñas de suero. 

Después de 5 inoculociones. 

En los ratones C57Bl/6 observamos que tanto en hembras como en 

machos en presencia de ACF y con 20 µg, predominan las clones de muy 

baja afinidad. En este ceso no encontramos diferencias entre los sexos. 

· .. ~.-··----
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Esto se aprecia en los siguientes histogramas: 

Hembras 20 JJQ c/ACF 

0.2 

0.1 

· 0.01-...d!;wa~~~~ 
-12 -ID -8 -6 -4 -2 

Log l 

DA Mochos 20 JJQ c/ACF · 

0.3 

0.2 

0.1 

o.o-l-.Ai~~~~~ 
-12· -10 -8 

Log L 
-6 -4 -2 
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Con esta misma dosis, las distribuciones de los grupos en los que no 

se utilizó ACF son muy similares a les anteriores: 

Ar 

0.4 Hembrns 20 µg s/ ACF 

0.3 

0.2 

0.1 

o.oL-..&lWA~~~~ 
-IZ -10 -8 -6 -4 

Log L 

0.4 Mochos 20 pg s/ ACF 

0.3 

o.z 

0.1 

o.o~-..&.~~~~-
-12 -10 -8 -6 

Log L 
-4 

-Z 

-Z 
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Como se ve en las siguientes figuras, con 200 µg aumenta 

notablemente la proporción de anticuerpos de mediana y alta afinidad, lo 

que resulta en una mayor afinidad promedio. 

0.15 Hembros 200 µg c/ACF 

0.10 

Ar 

0.05 

• 
0.00-1--~-

-12 -10 -B -6 -4 -2 
Log L 

0.12 Mochos 200 µg e/ ACF 

0.10 

0.06 

Ar 0.06 

0.04 

0.02 

0.00 
-12 -10 -8 -6 -4 -2 

Log L 
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Con esta dosis si es notorio que con el adyuYante la proporción de 

anticuerpos de alta afinidad -y por tanto la afinidad promedio- es mayor 

que sin él. 

0.3 Hembros 200 pg s/ ACF 

0.2 

Ar 

0.1 

o.o -f---,.L<"' 
-12 -10 -8 -6 -4 -2 

Log L 

0.3 Machos 200 pg s/ ACF 

0.2 

Ar 

0.1 

o.o-l-....&~ .. 40m¡A.'lt 
-12 -10 -8 -6 -4 -2 

Log L 

El rango de fijación es muy similar en todos los casos y nueyamente, 

a diferencia de lo hallado en ratones Balb/c, las diferencias entre 

hembras y machos no parecen ser importantes. 
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Después de 7 inoculociones. 

Al inocular en 7 ocasiones con ACF, las diferencias entre dosis no son 

ya ton notorias. Con 20 µg empiezan e atlmentar los anticuerpos de alta 

afinidad, y en las hembras los de mediana afinidad alcanzan ye una 

proporción si gni fi ca ti va. 

0.2 Hembros 20 pg c/ACF 

0.1 

o.o ..1--.....&.~lill(;??&¡?A; 
-12 -10 -8 -6 -4 -2 

Log L 

0.3 Mochos 20 pg c/ACF 

0.2 

Ar 

0.1 

o.o..!-~~• 4Y~..._. 
-12 -10 -8 -6 -4 -2 

Log L 
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Nótese córno en ausencia de adyuvante la proporción de anticuerpos de 

alta y mediana afinidades es mayor, en ambos sexos, que en presencia 

del mismo. 

0.2 Hembros 20 J19 s/ ACF 

' 
Ar 0.1 

o.o+-~=e;I'<' 

-12 -10 -8 -6 -4 -2 
Log L 

0.15 Mochos 20 pg s/ ACF · 

0.10 

Ar 

0.05 

0.00-1--....,..0= 
-12 -10 -8 -6 -4 -2 

Log L 

De hecho, no se ve mucha diferencia con respecto a los grupos de 200 

µg sin adyuvante (ver figuras de la página 35). 
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En lBs hembras del grupo de 200 µg con ACF, encontremos una 

proporción muy baja de anticuerpos de alta afinidad. Esto fue un 

resultado totalmente inesperado. 

0.15 Hembrns 200 µg c/ACF 

-12. -10 -8 -6 -4 -2 
Lag l 

En los machos, a pesar de que en la siguiente gráfica se obserYa una 

mayor proporción de anticuerpos de alta afinidad que con 5 

inoculaciones, la diferencie entre ambas distribuciones no es muy 

grande (ver figura Inferior página 30). 

0.2 Mochos 200 µg e/ ACF 

0.1 

o.o+-~"" 

-12 -10 -8 -6 -4 -2 
Log L 
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Con 200 µg sin ACF, a diferencie de lo que observamos con ACF, 

encontramos .un gran aumento en le proporción de anticuerpos de alta 

afinidad con respecto e los ratones inoculados 5 veces. La distribución 

de afinidades de cada uno de estos dos grupos semeje a le 

correspondiente de los de 5 inoculaciones con ACF y la misma dosis. 

1>.r 

0.2 Hembras 200 µg s/ ACF 

0.1 

-1 o -8 -6 . -4 -2 
Log L 

0.2 Mochos 200 µg s/ ACF 

0.1-

j__.á?Zjlj?i}}j o.o 
-12 -10 -8 -6 

Log L 
-4 -2 
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El pape1· del ACF es difícil de valorar en estos grupos debido al 

hallezgo inesperado en el grupo de las hembr·es inoculades con 200 µg y 

ACF. 

En los grupos de hembres con adyuvente, la diferencie en distribución 

de afinidades entre ambas dosis no fue la esperada debido e le 

sorprendente ausencia de anticuerpos de alta afinidad en el grupo de 200 

µg. Con los machos se repitió el fenómeno observado con anterioridad: 

predominio de anticuerpos de baja afinidad al inocular con 20 µg, y 

predominio de los de mediana y ella afinidad al hacerlo con 200 µg. 

En el caso de los ratones hembras inoculados sin ACF, no se observan 

diferencias importantes entre ambas dosis. En machos encontramos una 

mucho menor heterogeneidad con 200 µg que con 20 µg, y sin embargo la 

distribución de afinidades es similar. 

/ 
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Conejo. 

En el conejo estudiamos por un lado las modificaciones en la. 

distribución de afinidades a medida que íbamos aumentando el número 

1 • .....;. - . 
de estímulos, y por el otro sus variaciones diarias después de un nuevo 

reto en estado de hiperinmunización. 

El conejo empezó a producir anticuerpos delectables por doble 

tnmunodifusión despu~s de lo , tercera inoculación con 500 µg de 

Estudio ele lo respuesto o inoculocfones codo dos semonos. 

El título de anticuerpos del conejo fue aumentando después de las 

primeras inoculaciones, llegó a un máximo después de la sexta y empezó 

entonces a disminuir a medida que seguíamos estimulando al animal. 
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Después de deja1-10 reposar durente 7 meses (ver más adelante), un 

nuevo estímulo ( 13' inoculación) renovó su capacidad de producir altos 

títulos de anticuerpos: 

30 

-e 20 

.... 
= =. 

10 

z 4 6 8 
No_ lnoculoción 

10 12 14 

µg/ml se refiere a la concentración de anticuerpos en una solución de- gammaglobulioas a 1 mg/mL. 

A diferencie de lo ocurrido con el título de entjcuerpos,' la afinidad 

promedio (K) aumentó paulatinamente después de cad_a inoculación, y no . .. 
disminuyó mientras se continuó estimulando: 

8 

~ 

1 :e .... ...... ..., 
lit 6 

"" o 
...... 

5 

4 
z 4 6 8 10 12 14 

No. Inoculación 
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Este fenómeno puede observarse claramente en la siguiente figur-a en 

donde se ve que e medida que aumenta el número de inoculaciones hay 

una mayor proporción de sitios activos ocupados (rJ a menor 

concentreción de antígeno en la solución (Log T: logaritmo de la 

concentración de l1apteno en la solución). 

8,0000e-1 

6,0000e-1 
13;. 

.-
4,0000e-1 

2,0000e-1 

2,7105e-20 Log T 
-10 -9 -8 -7 -6· -5 .. -4 

En los histogramas siguientes se observa que el aumento de la afinidad 

promedio se debe principalmente al aumento en lB proporción de clonas 

de mediana y Blta afinidades. Es decir, a medida que aumenta el número 

de inoculaciones aumenta el área de la mitad izquierda de la gráfica 

{ver también la tabla 3). 
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Le siguiente gráfica se obtuvo 7 días después de une inoculación que 

siguió e 7 meses sin estímulo enligénico. 

0,4 130 inoculocion 

0,3 

0,2 

o, 1 

o' o +-.....,.,mf' 
-12 -10 -8 -6 -4 -2 

Log L 

Un hel102go que se repite durante todo el estudio es que aún después de 

varias inoculaciones, persiste cierta proporción de t1nticuerpos de bojo 

afinidad. 

'jj'~li\lJ!,t!,¡ 11. 
li"®H:lllll11Dltllll @® ~ltl~lll!il!lllllllll l!!l®ll" WlMllil.@llll lli@l!]11Dllt1!!1r!l lllllll l\fD111Ml@ti'J. 

lii@ltl!!l@I® C@@© lill®@ ~©lñlll©liil@IL 

Afinid¡id,(L/M) 
! 1010 ! 109 

! 1 ü8 1107 11 ü6 11 os 11 a' 
4ª inoc. 24.88 0.30 0.39 2.95 24.87 46.61 

(25.18) (25.57) (28.52) (53.39) ( 100) 
11ªinoc. 24.96 .7.71 3.54 6.77 36.44 16.55 

(32.69) (36.23) (45.00) (81.44) ( 100) 
13ª inoc. 54.29 7.60 5.20 16.76 11.92 4.22 

(61.89) (67.09) (83.85) (95.77) ( 100) 

los números indican el porciento de anticuerpos encontrados por cada ordén de magnitud en 
afinidad. LO$ númerre en paréntesi3 indican el porciento ficumulado. 
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Estudio de la variación diario de lo respuesto en estado de 

hipennmunizoci ón. 

Después de Inocular al conejo 12 veces (1 cada 2 semanas), lo dejamos 

reposar durante 7 meses. Posteriormente lo inoculamos una 

décimotercera vez para conocer la evolución de la respuesta en un 

estado de hiperinmunización. Al inocular por última vez, seguirnos el 

desarrollo de la respuesta en los días subsiguientes. 

El título de los anticuerpos aumentó día con día hasta llegar a un 

máximo alrededor del día 14, para después empezar a disminuir 

rápidamente por unos días y estab11izarse después del 17. 

40 
.. 

30 .... 
E .... 
"" 20 
::l 

10 

o 
o 10 20 

Dio 

p.9/ml se refiere .a la concentr.ación de anticuerpos en una solución de g~mmaglobulinas a 1 mg/ml... 
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En este caso la afinidad promedio aumentó diariamente, alcanzó un 

máximo alrededor del die 1 o y después disminuyó pare estabilizarse en 

los días posteriores. 

10 

9 
~ 

:e ..... 8 _, 
~ 

:>.: 7 
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Nueyamente, el fenómeno puede observarse con claridad al graficar la 

ocupación de sitios activos de los anticuerpos en función de la 

concentración de hapteno en la solución. 
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En la primera de ellas se encuentran los dalos hasta el día 1 O 

(afinidad en ascenso): 

1,0000e+O 

8,0000e-1 

6,0000e-1 
... 

4,0000e-1 

2,0000e-1 " Basal 

2,7105e-20-l-~~-~~~~-~~~~-~ 

-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 
LogT 

En lfl segunda graficamos nuevamente los datos del 10!! día y E1dernás 

los subsiguientes (descenso y estabilización de la afinidad): 

1,0000e+O 

8,0000e-1 

6.0000e-1 ·..-
4,0000e-1 

2,0000e-1 

A., 
D1oa 14 · 

2, 7105e-20 ·;-~-.-~-.-----,--~-.-~-,--~.., 
-10 -9 -8 -7 

Log T 
-6 -5 -4 

El aumento en la afinidad promedio se debió, como en los puntos 

anteriores, a un aumento en la proporción de anticuerpos de alta 

afinidad. 
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Nótese cómo aún después de 7 meses sin estímulo es posible detectar 

anticuerpos anti-DNP (aunque a títulos muy bajos) en el conejo (ver 

también la tabla); Ja mayoría de ellos tiene una afinidad baja. 

0,3 Bosnl 

0,2 

0,1 

0,0 -1--.ú."1"' 
-12 -10 -8 -6 -4 -2 

lBg l 

Va desde el primer día posterior al nuevo reto la distribución de 

afinidades es distinta; persiste sin embargo el predominio de las clonas 

de baja afinidad y el título de onticuerpos es aún bajo. 

o,z Dia 1 

Ar 0,1 

o,o-1-..&-~ 
-12 -10 -8 -6 

lBg l 

j 
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A partir del cua1-to día el aumento en la proporción de anticuerpos de 

afinidades cada vez mayores es notorio. 

0,3 Dio 4 

0,2 

l>.r 

0,1 

º·º -12 -10 -6 -6 -4 -2 
Log L 

El séptimo día estos son ya francamente mayof!lar.ios. 

0,4 Dio 7 

0,3 

Ar 0,2 

o, 1 
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Log L 
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Y llegan a su máximo alrededor del día 1 o. 

0,4 Dio 10 

0,3 

Ar 0,2 

0,1 

0,0. 

-12 -10 -8 -6 -4 -2 . 
Log L 

A partir del día 14 obserYamos nueYamente 'una disminución paulatina 

de los anticuerpos de alta afinidad. .~· 

0,3 Dio 14 

0,2 

Lt.r 

o, 1 

º·º -12 -10 -a C6 -4 -2 
Log L 
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0.4 Dio 17 

0.3 

Ar 0.2 

0.1 

O.O 
-12 -10 -8 -6 -4 -2 

Log l 

Es notorio que a pesar de que se observan modificaciones en el patrón 

de distribución 11 todo lo largo del rango detectado, los principales 

cambios y movimientos se dan en los extremos del mismo. Hay incluso 

zonas del histograma, principalmente en el centro· del mismo, que 

práclicame'nte no sufren modificaciones durante la evolución de 111 

respuesta estudi11d11. (Ver también la tabla 4). 
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'ir t<i!ID!b~ ~ 
l"@ii'\Sn@oo\\® @I© t?llll\\g©l'!l©líli!®§ L'l®Ir @¡r¡!J©oo @I© 11ílllll!Jli1ll\\oo@I ©li!I t>.fllw9@1®@1. 

~\\ll!l@lll® ®lil llllil!il@IrlllllliiW!!l!iill:g@@fü~Jli!I. 

Afinidad (L/M) 
l 1010 i 109 i 1 ü8 > 107 .- i 1 ü6 i 1 ü5 2104 

Basal 13.93 4.35 0.51 4.59 26.71 49.91 
( 18.28) ( 18. 79) ( 23.38) (50.09) (100) 

Día 1 17.20 6.89 12.00 9.94 45.70 8.25 
( 24.09) (36.09) (46.03) (91.73) ( 100) 

Día 4 29.57 5.07 4.78 19.07 22.78 16.73 
(34.64) (39.42) (58.49) (81.27) (100) 

Día 7 54.29 7.60 5.20 16.76 11.92 4.22 
(61.89) (67.09) (83.85) (95.77) (100) 

Día 10 69.29 16.10 2.59 1.61 0.11 10.29 
(85.39) (87.98) (89.59) (89.70) ( 100) 

Día 14 35.57 8.98 8.55 . 7.06 20.73 19. 11 
(44.55) (53.10) (60.16) (80.89) (100) 

Día 17 52.13 4.72 12.83 5.84 6.79 17.70 
(56.85) (69.68) (75.52) (82.31) (100) 

Los números indican el porciento de enticuerpos encontrados por cada orden "de magnitud en 
&finid&d. Los números en paréntesis indican el porcieilto ecumul&do. 

-~ 

Histogromos con contidodes totales de onticuerpos. 

Todos los histogromos descritos anteriormente, fueron elaborados 
. l 

groficando el cambio en la proporción de sitios ·flctlvos ocupados en 

función de lo concentración de hapteno libre en la solución. Con el fin de 

poder comparar no sólo cómo cambian las proporciones de las diferentes 

poblaciones de anticuerpos, sino también cómo se modifica la cantidad 

de cada una de ellas, determinamos -utilizando un ensayo ·· 

inmunorradiométrico- la cantidad de anticuerpos antl-DNP en las 
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inmunoglobulinas de cada uno de Jos t1empos en que fue estudiada Ja 

respuesta del conejo. A continuac.ión se exponen nuevamente las 

gráficas correspondientes, esta vez modificadas de acuerdo a la 

cantidad de anticuerpos específicos presentes en cada uno de los 

tlempos. (La berra blanca de la izquierda de todos estos histogramas es 

un artefacto que fue necesario introducir pera mantener idéntico el 

rango en el eje de las ordenadas). 

Codo dos· semones. 
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En hiperinmunizoción_ 

En los siguientes figuras se puede observar como la cantidad de 

anticuerpos detectados en el estado basal después de 7 meses de reposo 

del conejo es mínima (ver también Jo tabla 5), y yo aumentando. 

rápidamente hasta llegar a un máximo el día 10 después del estímulo. 
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En lo siguiente toblo se muestro le cenlidod de anticuerpos onli-DNP 

encontrados por codo 100 µg de inmunoglobulinos totales, de los dios 

que se estudiaron del conejo en estado de hiperinmunizoción. 
. . 

'ü'iYR.A~ 
C1.1111Mil'l!llil'l @~ ~~~l!ll!B@i1i'JH (Dll®) lillllil' @mi! m llll@Wl!l!\\llll!1 la 

~IMDl!dl@lil. 

6osol 

Dío 1 

ora 4 

Dio 7 

oro 10 

Dío 14 

Día 17 

fii@\\oot!in@ ®111 llli'!11Jm•an~cnh 

Afinidad (Llt1) ·"' 21010 2109 ! 1 oe ! 107 ! 1 cl6 ?1ü5 ! 1 O" 
52.93 16.53 1.95 17.45 101.50 169.66 

(69.46) (71".41) (88.86) ( 190.36) (380) 
92.68 37.23 64.63 53.70 246.78 44.55 

(130.11) (194.94) (248.64) (495.42) (540) 
325.28 55.73 52.63 209.76 250.55 206.06 

(381.01). (4,33.fi4) (643.42) (893.97) ( 1100) 
- 1492.93 209.03 143.05 460.95 327.93 116.15 

( 1701.96) ( 1845.01 )(2305.96)(2633.89) (2750) 
- 1961.63 460.33 7 4.05 46. 18 3.26 294.36 

(2442.16) (2516.21)(2562.39)(2565.67) (2860) 
- 1205.93 304.35-. 269.60 239.30 702.73 647.65 

( 1510.28) ( 1800.08)(2039.38) (2742.11) (3390) 
- 1296.10 117.43 319.35 145.40 169.13 440.70 

(1415.53) ( 1734.88)( 1880.28) (2049.41) (2490) 

Los números indican la cantid3d de anticuerpos (en ng) encontrB(fo, p:tr cada orden de 
magnitud en afi nidMI. L°' números en paréntesis i ndtcan la cantidad acumulada. 
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Nótese como a partir del cuarto día la cantidad de anticuerpos casi se 

ha triplicado con respecto a la del basal, pero los anticuerpos de más 

alta afinidad (marcados como 2109 ) se han sextuplicado. Para el día 7, 

hay 26 veces más anticuerpos de la má,s alta afinidad que en el basal y 

sin embargo la cantidad total de anticuerpos sólo ha crecido 7 veces. El 

aumento proporcional de anticuerpos de alta afinidad alcanza su máximo 

el día 10: hay 37 veces lo que en el basal, contra 7.5 veces en lo que se 

' refiere a cantidad total de anticuerpos. Por el contrario, para el día 14 

la cantidad de anticuerpos de alta afinidad ha disminuido y la del total 

de anticuerpos es mayor; este fenómeno se revierte entre los días 14 y 

17. 
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~U©~i!!sU©lil. 

Este trabajo marca el inicio de estudios sobre las diferencias en el 

perfil de afinidades de anticuerpos específicos próducidos por distintas 

cepas de ratones y su relación con diversos aspectos inmunológicos, entre 

los que nos inter-esan particularmente las enfermedades autoinmunes. 

Si bien aún no se estudió una cepa propensa a desarrollar patología 

autoinmune, entre las dos cepas estudiadas encontramos diferencias en la 

respuesta al DNP. Por ejemplo, después de 5 inoculaciones en la cepa 

Balb/c observamos diferencias grandes en la respuesta de machas y 

hembras. Las hembras desarrollaron una importante proporción de 

anticuerpos de mediana y alta afinidades -independientemente de la 

utilización de ACF- mientras que en los machos predominaron las clonas de 

baja afinidad. Por otro lado, en lB cepB C57Bl/6 después de 5 estímulos las 

distribuciones de afinidades de todos los grupos ·inoculados con 20 _µg 

fueron similares a las de los machos Balb/c, aunque sin las pequeñas 

proporciones de anticuerpos de mediana y alta afinidad, y fueron 

necesarias 7 inoculaciones para encontrar diferencias entre sexos. Estas 

diferencias fueron más sutiles que en Balb/c pero en el mismo sentido 

(mayor afinidad en las hembras). 

Las diferencias en afinidades que nosotros encontramos entre sexos y 

entre cepas correlacionan con diferencias en la susceptibilidad de los 

ratones Balb/c y C57Bl/6 a la infestación P,eritoneal por cisticerco de 
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Toenio crossicBps(Sciullo et al., l 967a). Los ratones C5761/6 son m&s 

resistentes e este parásito, e incluso les hembras Belb/c son todaYíe más 

susceptlbles que los machos de le misma cepe. Los autores hen encontrado 

un mayor título de anticuerpos a medida que aumenta el número de 

parásitos. Es decir, los anticuerpos no parecen tener un papel importante 

en el rechazo al cisticerco; sin embargo, los grupos que ellos encuentren 

resistentes son los mismos que en nuestro estudio producen anticuerpos de 

baje afinidad. Si esto se repitiere con los anticuerpos elaborados en 

respuesta al parásito, probablemente significaría que aquellos de alta 

afinidad funcionan como protectores en contra de la acción de las célUlas 

del sistema inmune. 

Val.dría la pena estudiar la distribución de afinidades en cepas 

autoinmunes dado que nuestro sistema de análtsii; detectó diferencias 

entre hembras y machos, tal Yez triviales, ~in embargo es bien conocida la 

distinta susceptibilidad entre los sexos a diYersas enfermedades en varias 

especies animales, fundamentalmente en lo que se refiere a patología 

, autoinmune (Ahmed et al., 1965). 

Uno de los hallazgos fundamentales para la proposición de la Teoría de 

Selección Clonal (Burnet, 1959; Siskind & Benacerraf, 1969) fue el 

hallazgo· de que la afinidad promedio de los anticuerpos producidos en 

contra de un antígeno aumenta a medida que pasa el tiempo después de un 

primer contacto con este. Esta maduración de la afinidad es mayor a 
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medida que le dosis del entígeno es menor (Siskind et al., 1966). De 

acuerdo con esta teoría lento el efecto de la dosis como el aumento mismo 

de la afinidad promedio de los anticuerpos, podría explicarse de la 

siguiente manera: si el antígeno se encuentra a concentraciones 

suficientemente altas, estimula a células de un amplio rengo de 

afinidades; a medida que la concentración del antígeno disminuye, se da 

una presión selectiva para la producción de enticuerpos de afinidad cada 

vez mayor, es decir, aquellas células con receptores de la más alta 

afinidad fijan preferencialmente el antígeno (Siskind & Benacerraf, 1969). 

Nosotros observamos en ambas cepas de ratones une mayor proporción 

de anticuerpos de alta afinidad al inocular a los ratones con la dosis alta 

que al hacerlo con la baja. No son estos hallazgos contradictorios con la 

teoría de selección clona! los mismos autores ~n su trabajo original 

encontraron que dosis inferiores a una qplima da.t?an lugar a un menor 

título de anticuerpos y también a una menor maduración de la afinidad 

{Siskirid et al., 1968). Podemos entonces suponer que con 20 µg nos 

encontramos por debajo de la dosis óptima. En este caso en la selección de 

células que han de proliferar y d1ferenciarse, seguramente intervienen 

también factores estadísticos. Es decir, las cé1Ulas que se fijan al 

antígeno no necesariamente son aquellas con receptores de la más alta 

afinidad sino tal vez las que se encuentren en mayores cantidades en el 

lugar en donde se da la interacción. Esto se debe a que difícilmente con 

concentraciones muy pequeñas de antígeno se llega a un estado de 
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equilibrio. La selección entonces podría darse en función de la 

probabilidad y la frecuencia de encuentros. 

Bajo esta consideración podríamos pensar que los histogramas que 

obtenemos con 20 µg en casi lodos los casos de 5 inoculaciones, pudieran 

estar reflejendo una distribución de afinidades inicial de las clonas 

cepaces de producir anticuerpos anli-DNP. Es decir, que esta dosis 

estimularía constantemente (aunque no neceseriamenle de manera 

exclusiva) a aquellas células que fuesen más abundantes y que por lo tanto 

su probabi11dad de encuentro con el antígeno -en condiciones en donde no 

se alcanza el equilibrio- sería más alta. Nuestros datos indicarían que esto 

probabilidad de encuentro es más alta con células poseedoras . de 

receptores de baja afinidad que son .mucho más abundantes. Esto coincide 

con los hallazgos de Ortega, E. y col s. ( 1984) y. con las predicciones 

teóricas de lnman ( 1978). .~ 

. El hecho ·de que después de 7 inoculaciones ya existan anticuerpos de 

alta afinidad en los ratones retados con 20 µg, podría explicarse tanto por 

la acumulación ·de células de mayor afinidad que pudieron haber sido 

estimuladas desde un principio (aunque en pequeña escala) como por la 

probabilidad de que las mutaciones somáticas generadas después del 

contacto con el antígeno (Griffilhs el al., 1984), hayan ya dedo lugar a 

anticuerpos de mayor afinidad. 

Un hallazgo notable que seguramente tiene relación con el anterior es que 
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en casi todos los grupos estudiados encontramos poblaciones de 

anticuerpos de baja afinidad, a pesar de que observamos maduración de la 

misma. Va en 1972, Werblin y Siskind ( 1972) t1abían descrito un hallazgo 

similar. 

Los estudios en conejos proporcionaron datos que contribuyen a aclarar 

este punto. La tabla correspondiente al estudio hecho cada dos semanas nos 

muestra que los anticuerpos de afinidad menor a 1 x 1 o'5 L/M pasan de 

representar cerca del 50:& del total en la cuarta inoculación a ser 

alrededor,del 20% en la decimoprimera. En ambos casos los anticuerpos de 

afinidad superior a 1 x 1 cfJ L/M corresponden al 25% del total. ¿por qué aún 

después de 11 inoculaciones hay todavía una proporción importante de 

anticuerpos de baja afinidad?. Después de 7 meses sin estímulo antigénico 

el conejo se volvió a retar con DNP13BSA (décimotercera inoculación). Las 

proporciones de anticuerpos cambiaron ·notableménte: .los de afinidad 

menor a 1 x 1 o'5 L/M fueron únicamente de alrededor del 4% y aquellos de 

.mes de 1 x 1 cfJ L/M se acer·caron al 55%. Sin embargo, 3 ·días después los 

anticuerpos de baja afinidad representaron el 10% y 4 días mes adelante 
1 

fueron ya nuevamente cerca del 20%. SI analizamos el patrón de 

crecimiento de las poblaciones de mes alta y más baja afinidades, 

encontramos que son distintos: los primeros registran su mayor aumento 

entre los días 4 y 7, mientras que los segundos Jo tienen entre el día 10 y 

el 14. Es.to sugiere que los anticuerpos de .baja afinidad podrían estar 
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producidos, al menos en parte, por clonas recientemente estimuladas. En 

un trabajo reciente Berek y cols. (19B7) encontraron también que además 

de les células productores de anticuerpos de alta afinidad, existen clonas 

productoras de anticuerpos de baja afinidad durante toda la respuesta 

estudiada por ellos (primaria, secundaria y terciaria). Indican incluso que 

los anticuerpos de baja afinidad de la respuesta terciaria tienen otra 

característica que los hace similares a los de la respuesta primaria: una . 

alta proporción de ellos son de cla'<le lgM. 

Los datos anteriores parecen indicar que las células que producen los 

anticuerpos encontrados en la respuesta a un antígeno, tienen al menos dos 

orígenes relativamente independientes. Por un lado, las poblaciones de . 

anticuerpos de alta afinidad pueden ser producto de la selección tanto de 

células presentes en el repertorio inicial como de mutantes sorriilticas de 

alta afinidad. Por otro ledo, les poblaciones de menor afinidad podrían 

proceder del constante reclutamiento de nuevas células. No podemos 

descartar tampoco que a estas poblaciones contribuyan anticuerpos 

anti-antl-1d1otlpos, esto es, el anticuerpo 3 de la red idiot1po-antiidiot1po 

(Jeme, 1974). 

En resumen, Ja selección de anticuerpos de al te afinidad parece ser sólo 

una parte de la evolución global de la respuesta humoral. la distribución de 

afinidades encontrada en determinado momento refleja hechos mucho más 

complejos. Necesariamente influyen además factores como: repertorio y 
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número de células totales con las que puede reaccionar el antígeno, 

maduración constante de células 6 potencialmente capaces de reaccionar 

con el antígeno, número de receptores por célula, velocid.ad de respuesta, · 

senecencia de clonas ya produciendo anticuerpos, reacciones cruzadas, etc. 

Sobre estos factores actúan a su vez las condiciones de Inoculación, 

número de ellas, tiempo transcurrido entre éstas, vía de inoculación, etc. 

La constante aparición de células capaces de reaccionar con un antígeno 

podría dar al organismo la posibilldad de probar constantemente nuevas 

alternativas de respuesta. Así mismo, los anticuerpos de baja afinidad 

podrían tener un papel regulador. A este respecto, Goidl y colaboradores 

( 1963) han encontrado una distribución homogénea y de muy alta afinidad 

en ratones que tienden a desarrollar enfermedades autoinmunes. Una 

posible explicación a este fenómeno lo encontramos en un artículo de 

Steward y col s. ( 1966), en el que se descrjbe que lo~ ratones NZ6 y NZ6/W 

F1 producen altos niveles de anticuerpos timocitotóxicos, con acción 

preferencial sobre los T supresores. Los autores concluyen que es posible 

que la pérdida temprana de células T supresoras en estos ratones pueda 

llevar a una falla en los mecanismos reguladores normales que actúan 

sobre la maduración de la afinidad. 

En nuestro trabajo encontramos una tendencia a una distribución común. 
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de les afinidades, después de venos estímulos con el antígeno. Esto pudo 

deberse e varias razones. En prime1- lugar las muestres de sangre fueron 

siempre tomadas al séptimo die después del reto entigénico (excepto 

después de Ja decimotercera inoculación en conejo). En segundo Jugar, un 

número ello de inoculeciones probablemente dio Jugar a que aún les 

condiciones de inoculación menos favorables logrnran estimular a una 

población suficientemente amplia de células productoras de anticuerpos de 

alta afinidad. Las de baja afinidad estarían presentes independientemente 

de 1 as candi ci o ne s. 

Esto llama la atención sobre un punto: si el estímulo constante provoca 

atenuación de diferencias importantes -entre sexos, entre cepas y entre 

especies- que se observen en etapas tempranas de la respuesta, 

significaría que la velocidad y las características pe Ja respuesta inicial 

podrían ser determinantes para la susc?pt1bilida~ o la resistencia a 

ciertas patologías. Estudios para aclarar este punto resultarían 

interesantes. 

' La utilización de adyuvante completo de Freund (ACF) tuvo diStint(ls 

efectos en la distribución de afinidades de los anticuerpos. Por un lado, 

cuando Jos ratones de ambas cepas fueron retados con 20 µg del antígeno, 

no hubo diferencias entre los grupos a los que se aplicó adyuvante y 

aquellos a los que no. De hecho, en los ratones C5761/6 la maduración fue 

J mayor después de 7 estímulos sin ACF que con él. 
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Con 200 µg del antígeno, los rntones inoculados con ACF tuvieron une 

maduración de la afinidad más rápida. Es decir-, las clonas de alta afinidad 

requirieron de un menor número de inoculaciones parn ocupar una 

proporción importante de los anticuerpos totales en los grupos en los que 

se utilizó ACF. Sin embargo, aún sin utilizarlo se observaron dichas 

poblaciones de alta afinidad, aunque más tfü"díamente. Esto probablemente 

signifique que el ACF no sólo amplifica la respuesta en general (Warren et 

el., 1966), sino que aumenta las probabilidades de contacto con células que 

poseen receptores de alta afinidad. Su ausencia de efecto en la 

heterogeneidad de afinidades sugiere que no aumente el repertorio de 

células capaces de reaccionar con el antígeno, a pesar de ser mitogénlco 

para linfocitos B (Damais et al., 1978). 

La mayoría de nuestras curvas de fijf!Ción las .i:ibtuvimos a partir de 

gammeglobulinas totales. En le descripción original del método de 

apagamiento de fluorescencia (Eisen & McGuigen, 1971) se menciona como 

limitación le necesidad de utilizar anticuerpos puros para poder distinguir 

. ' diferencias entre los grupos control y Jos experimentales. En la mayoría de 

los grupos estudiados no tuvimos los problemas previstos por los autores, 

sin embargo algunos puntos quedaron sin datos claros precisamente por la 

falta de resolución entre el apagamiento de las garnmeglobulinas de los 

grupos problema y el de los controles. Le utilización de gammaglobulinas 

totales se debió fundamentalmente a dos consideraciones: a) la mayoría de 
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los ratones de la cepa C5761~6 murieron en algún momento del proceso de 

inmunización, y la cantidad de suero disponible no permitía purificar los 

anticuerpos en la mayoría de los casos; b) el estudio pretendía 

fundamentalmente conocer la totalidad del rango de fijación, la 

purificación de los anticuerpos podía introducir sesgos importantes. Entre 

ellos pensarnos en la posibilidad de perder algunas poblaciones de 

anticuerpos, principalmente de afinidades extremas, modificando -tal vez. 

de manera sustancial- 16 distribución de afinidades obtenida. Oe esta 

manera la utilización de gammaglobulinas totales probablemente nos 

permitiría tener un sistema menos alejado de las condiciones in vivo. 

Oe hecho, si ·comparamos las gráficas obtenidas en ratones Balb/c al 

estudiar anticuerpos puros con aquellas resultantes del estudio con 

gammaglobulina totales, podemos observar diferencias que consisten 

principalmente en mucho menor proporción de anticuerpos de alta affnidad 

en los purificados y, al menos en un caso (hembras 20 µg), en aparición de 

una población Importante de anticuerpos de baja afinidad que no se 

encontró al utilizar gammaglobulinas totales. La explicación de la menor 

proporción de anticuerpos de alta l"lfinidad podría ser la pérdida de estos 

anticuerpos debido a que el método de elución (cambio de pH) no hubiese 

permitido que se liberasen de la columna y, alternativamente, que el ácido 

utilizado para la elución hubiese dañado a los anticuerpos reduciendo su 

afinidad. Esto último podría también explicar la presencia de anticuerpos 

de menor afinidad en los anticuerpos puros que en las gamrnaglobulinas de 
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las hembrns inoculadas con 20 µg y ACF. 

La principal desventaja teórica (además de la ya mencionada) introducida 

al estudiar gammaglobulinas totales en lugar de anticuerpos pur-os es que 

podría modificar sustancialmente la concentración de sitios activos. Para 

conocer el efecto de esto. i-ealizamos simuláciones computacionflles que 

demuestran que el llistogrnma obtenido ~o cambia de forma ni de tamaño al 

variár la concentrnción de sitios áCtivos considerados -aún cuando esta 

variación sea de tres órdenes de magnitud- siempre y cuando se incluyan 

todos los puntos. El tiistogrnma cambia dé ubicación en el eje de las 

abscisas. lo que significa que la afinidad promedio obtenida sí se altera. 

Esto sucede principalmente si dicha afinidad es alta: en este caso la 

estimación obtenida es menor a la esperada. Esta es la razón por la que no 

hacemos explícito el valor de la afinidad promedio·· obtenido con 

gammaglobulinas totales y lo mencionamos únicamente como relativo. con . .:~ 

fines comparativos entre los distintos grupos. 

El método descrito por Sciutto y cols. (1987) permite distinguir 

claramente el cambio en proporciones de anticuerpos de distintas 

afinidades en le evolución de la respuesta inmune. En nuestro caso el 

método fue particularmente demostrativo cuando seguimos diariamente la 

respuesta del conejo en hiperinmunización. Sin embargo. la sola 

descripción de proporciones puede no reflejar fielmente el papel que en 

dete1-mlnado momento tengan los anticuerpos. Cantidades totales 
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significótivomente distintas tienen necesa1;amente efectos distintos, aún 

cuando las proporciones de anticuerpos de todos las ofinidades fuesen 

idénticas. Es posible hacer uno evaluación no sólo cualitativa sino también 

cuantitativa de la respuesta humoral, si se modifican los datos que dan 

lug¡,r a los histogrnmos, de tal manera que para elaborarlos se les adscriba 

un peso propo1-cional a la cantidad de anticuei-pos que le corresponden. 

Así, a cada valor de L>r se le asigna un valor en ng correspondiente a la 

fracción del total de anticuerpos específicos de la muestra. De esta 

manera, sf uno gráfica en función del titulo de anticuerpos y manteniendo 

las escalas de ambos ejes fijas, se obtienen trazos que pei-miten evaluer 

.visualmente una respuesta inmune simulténearnente desde dos parámetros 

fundernentales: le cantidad de anticuerpos y su distríb11r.ión en poblaciones 

de distinta afinidad. 
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a) Abreviaturas. 

ACF Adyuvante Completo de Freund 

BSA Albúmina Sérica Bovina 

DNP Dinilrnfenol 

lodo 

111 Intramuscular 

IP lntraperitoneal 

SABS Amortiguador de boratos salino 

PBS Amortiguador de fosfatos salino 

r Fracción de sitios activos ocupaoos 

Lag L Logaritmo de le concentración de hapteno libre 

TCA Acido tricloroacético 

cpm Cuentas por minuto 

rpm Revoluciones por minuto 
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b) Programa computacional elaborado para procesar los datos obtenidos del 

apagamiento de fluorescencia. 
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iF S~ "IJ" THFIJ ~A5 
TF ~~ = • S • THEN GíJSllF: 1 000: ~OTO -~A5 · 
~f•TO 8SO 
HOHF: ! llTAF! l t) 
PF()"fJl' ºl':.f\llPO! • ;r:,o¡ 
UTt18 );1 : HTt1P. 1\t 
¡•nTi'JT • CAi. l":ll1 i:;tJrJl1, , • • 
l='(lf\ '.< = 1 Tf.I I~ 

:;·:>{) F1·1rx·1 :· F1~<X) ;:: UTCX'1 '.&: l.C'IO I CP.n :i: vn'i li•l) FGCXJ = FGCX) .,: VTiX1 '.t. 100 / !('.;T. :t: \lfi) 
t~1.~ TF F17.(Xi ~ = FA('>.''1 THt::H Sf.0 
qio Q(Xl (F~CXl - ~ACX)) ~ 100 I FG(X) 
4~ t~CX'i -~· (l(';) / ílH 
q:_Ji P(X) = R<~'.) 'f.' ~n 
'lt\O l.('I.> r CH(X) - PCX> 
t:¡SI) PL<X> = P\Xl / l.<>-') 
q, ~ Rl_(Xl ~ RlX) I l.CX) 
·~eró :r:F L ( >~> < = O THF.H flL (X~ = J.:· GClT.O 500 
iQ90 OLCX> = LO~ tt.(Xi > / 2.8ü25Af.09 
5~ TF í.:(X) < 1 THEtJ ~'í<15 
!"·2 GOTO '!'if.(I 
fll°J5 A = RCX> I C:i - R(X)) 
;.··¡, OCXl : LOr: (~:)- / -;: .::in;-5r-.509 
~ ') HEXT 
~5·~ hosur: 3r.r.o 

i !.'íAO 1NPUT "LO ~f.'Af:O? (5Gt-:.Tr.HoSJPS-~.HLoTz.>:",' --.<S/N):-.···;f;H$ 
1 5) IF SH1·.,. ·1~· THEN !'.i9(1 

f¡;.,,.i JF SH't- =- •5• Tl-IEN r:osUE-1 tlbO! GOT0-'.,590. ~ .-. 
·· .. - . ::Ofl!'I GOTO 51.(1 

r.;· 'i THPllT "LO Ji1P~::ri'i(I? ~S/N) • ;¡t 
,~ .• __ \ lF T.t· = •N 1 THF.N BOO 
/.!(• IF rr. ;;: .•s• TltEN r,,n-:.uF: 2.000: GOTO 8.\"10' 

R• ) 
1 i)°OO 
.11'1?3 
1' ?7 
1 r-l (t 

GOTfJ 59i) 
PRINT : .PRIHT "Anin~·: ENO 

F'r~T.i.JT • í.:RIJPO: •; ~$ 
Jl~PllT • i'J(J;'f,f:t\.E nF.L Aí\r.H:run: .• : Ar:.$ 
PRlNT nt;•n2EN';Ar$ 
PRJ~T i11:·~R!T~·;A~~ 
FOR X·::. 1 TG IJ 
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tJF'...'T Y 
PR11~T r•<t.:. r:i n~:.F.: /:11 .. ~ 

nr-:·;;iu¡: 
TIJPIJT ·t~fli'5í:f'F r.•rl 1'.'iPCllT~.'n '•.:¡;,:,11·11; ! • ~t:.f':l 

PRtf~T ni: ·nr-r:u• .;.;r.1 
r-·r.;lNT Ji;.,: •1 .• !f\iY~- • ;t:.i· ... , 

Pf..'ll>ST tJ 
FOf;: '( ::: J rn IJ 
J=·RlNT P<Xl 
PR1NT PL1Xi 
NEXT X 
f'RJUT r.1.; ·r:¡ nsE· :Si:! 
T.HPllT "Pr11ir::Rr. OFL f.1i..'CHTt1r; ( ñTF"f:; ! •: ::>1:1-
P~TNT n~:~0~~N·;sT~ 

r·r:;T.ilr ¡.;.~ '"qr~-;Tr" ;~r1. 

Fílr.: X -=. ; TO H 
F-'f\Ji·IT íll. { '.i: j 

¡,i1;-XT X 
f'RtNT ílt: •r:l.OSF." iST:J: 
Ti'~f.'llT • Níl/18RE i:•FI. ARr.H:rvn 
PRTN~ D~~·nPEN°:1:L; 
r)RT/4T 01;"~/RTTE";Kt~ 

F'f\TUT N 
rnr.· x =- J Tíl u 
PRT.Nl nL (X) 
PRlNT H<X> 

· NE'AT }..' 
Pf\TNT nt;•c111::;F'•;l{1-t. 

. .:. 

PRTNT • :!iRr.HT\10 f.:Rf.1P:1PO: •;. ~1· 
f.:Flllí-1'.IJ 
Pl..:TNT r:Hh.':t <4): "F'F:-F..1" 
í'í-:Tt~1 CHR1, (?); •nr,¡,i• 
GOSIJ8 ~060 ··: 
Pí\TNT CHRt Clli;"Pf'tf'~• 

f\ETtJRN 
p¡;.·:rNT • 1~í\IJPO: "; ~'!"· i • ~ • i •{l .. $~")• i • •; C f• 1.1íi/.ml 
PRT/IT •11.t1F'TEU.O lJTtLIZ1~no: •;l]t.i. PRliEéA • w;. C::f.1HAS _NLS:! -· iGN$ 
p¡;·:rNT ·so: ·;sn;· <";r;·Y.>" 
i::·r.·-rtJT "ílM1;x: •;oMi"X' 
r--r~rur 
FílR X = I TO H STEP ~ 

PnTNT Y. r t ,;: .f· 1 
. F'f\TNT ·r~.: • ~F~1CX) •;,ºFA! • ;FA<X + .. 

p¡;·rNT "Fh: •;Ff~<XJr•r"FG! "iFf;.(X:+_ 
f·r.·Tr~r ·p: ••o<X>-.. :.·n~ ·:ncx + 1:r· 
r·h:Jt~T ·r.:: ·;r.:cx;.;,•r?: •;Hcx·--t_._1r 
PRT.UT •r--: •:PlY.),;,•p: •;P(X -r-:--f) 
F~•'liJT •¡_: 0 :L(~),;,·1.~ •.;¡_(~ +·1r ·. 
Pí~TUT •p;¡ __ : •;f'L(~).:,•p/L; · .. ;P1-'1:Y. ;y·:,J_ .. '. 
PRJ1fi "í\/l: • ;f~I e X),:, •R/L; • tRl:('.;( ·.'.-i:' ·f¡ 
PRTIJT "Lnf. 1 ! •;oL(X),;,•t.nr; l.! •;hL(~' +-- 1l . 
pnrur •tn~ r.:11-R: •;ocx>,;,·1_or; .°f~/1~_R·f·~.-;o·r-x ... li 
llEXT X ·' 
í~ETllí~t~ 

;•( =- 1 
Pf.'TllT •FARA ct./'lí:TAH tli"J t)~1l.OR TF.:GL-EÉ~:'~L--r.; .... L.f:TR·t, r." 

lt!F IJT (~¡ 

r:~ = :r.FTJ· c.~s~1~ 

Tí- !':1· :-- •r.• T~E'I~ 

,1 e X) = ~..'!'...L (,~~'.) 

t) ! TF :; 

~os11f:: ~oor1:. r,;or.o· llnto 

ÍJ THF.:i"~ 40.1.·¡, 
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:• •;.J(:.._ + ~(•'1f' •;:t I· /.,(,;• •!,l('X + i)r1~ 
MEXT 
PRTt.fT : p¡; T~JT 
THPIJT 'Tnrin cnRREr.TO·' ·1.s . .-H.) • ::=t. 
T.F F.;. = • N •. THE:fJ ·.G05118 7."nt1(): .. ~0T.n,, ~(l;'i) 
tr- Et =- ••:; • THF.tJ . .:J.O•?r1·. 
GOTQ •10'.""I) 
r.:r::11.1t~il 

~~~i~~ : g~:~:~ -~~T~2F.~l·l~~:·~~i .. 0~-~~-~"f~b.·~~· 
~~~i.~~N· I e rJ:·. ·, ~ .. :';~~'):::'.:~<;·:;/~-
!NPIJT • Cllt=:I El; ·5u NllMBRE.?.-: ···_; GJ1$: 
PRTNT oi;•nPEH·;~N~· 
PRTNT Q~;"READ"fGN$ - ··1, 

For:: X -= 1 TO N: THPllT Fr.(X).: ÚF.XT>·x.· 
PRTNT rl'G; "f':l.O!iE" :GU'l\ ._. __ · _. · ... : . .''.--)'.'_··.:.~:::: ... _~.-.·· ·: . 
PRTlJT "Fl.lJORESCJ'.:NCTH or:::. LAS G.Al1AS.:.Nf1,RMALE~·: 
Fnr.· 1. ~ t TO N: PRIHT '¡(' F_t:;'c X-):_: ·Jl.E_.XT. .. X 
RETllRU 
rr,PIJT • r.1.1i;1.· ~::; Sll NnMBRE'?' .·'rAc1~~~~ ',=:.; .-

PRTNT os:·nPEH";AC$ . 
PRJ.NT GS~"REAO";A~t 
FOR X " \ TO 11' HlPllT FA<X): 'NEXT-X. 
Pí<TtJT 
Pr<T.NT 
FOR ;< 
RETlJF:M 

o-;,; ·cLOSF.' ;Hr::i 
"FLUORERCENCTA DE LOS ~NTICUERPOA: 

l TO N1 PRfNT X1FA~Xl·t·HEXT· X 
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