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INTRODUCCION

El estudio del reconocimiento Yy unién entre proteinas y --
otras moléculas es una manera de conocer su funcidn a nivel molecular.
De algunos de estos estudios sabemos como interaccionan el grupo heme
con la globina, el oxigeno con la hemoglobina, algunos metales con —--
ciertas enzimas, la opsina con la retinina, aniones con albfimina sérica
o con insulina, ciertos pigmentos con la lana, enzimas con sustratos -
de peso mclecular bajo, anticuerpos con antigenos y haptenos, la acti-
na con la miosina, la insulina con otras moléculas de insulina, algu--
nas proteinas con &cidos nucleicos, proteasas con proteinas y algo de
la interaccidn de las protefnas plasmiticas entre si. El estudio de -
estas interacciones tiene interés porque generalmente determinan un --
efecto bioldgico importante, para la respiracidn, la visién, la activi

dad enzimitica, etc.

En la mayor parte de estos ejemplos se han reportado efec-
tos alostéricos y de cooperacidn (homotropismo) al interaccionar las -
proteinas con sus ligandos. Entendidndose por alosterismo la altera--
cidén de la actividad quimica o bioldgica de una proteina por la fija--
cidn de un ligando en un sitio diferente al sitio activo, Y por coope-
ratividad la facilitacidén de la funcidn de un sitio por la unidn del -
ligando a otro sitio idéntico localizado en la misma macromolécula.

El ejemplo cldsico de cooperatividad es el de la interac--

cién de la hemoglobina con el oxigeno (1,2,3,4). Una molécula de hemo



globina es capaz de fijar 4 moléculas de oxigeno. Si se hace una cur-
va de tensidén de oxigeno contra saturacidn fraccional de la hemoglobi-
na se observa que esta curva es sigmoidea. Por la forma de la curva y
otras evidencias se piensa que al unirse la primera molécula de oxige-
no a uno de los grupos heme, la segunda molécula de oxigeno se une con
la misma afinidad al segundo grupo heme, pero la tercera y cuarta molé
culas de oxigeno lo hacen con una mayor afinidad, o con mayor facilidad,
a sus grupos heme respectivos (5). Esto no deberfa ser sorprendente -
sabiendo que las proteinas son macromoléculas muy complejas que tienen
un comportamiento complejo que les permite regular el efecto de su in-
teraccidén con el ligando. Ademds, los grupos o residuos de los que --
estd formada una proteina tienen los mismos tipos de interacciones en-
tre si que la macromolécula completa con el ligando con que interaccio
na y, consecuentemente, la distribucién de la energia en la molécula -

debe sufrir cambios resultantes de su interaccidén con otra molécula.

Esto hace pensar que realmente ninguna interaccidn de una
proteina con mds de un ligando puede ser independiente en sentido rigu
roso ya que la unidn con el primer ligando implica alguna modificacidn
de la estructura y de los valores energéticos de la proteina que puede

o no resultar en una modificacidén ostensible de su funcidn.

En la mayor parte de las interacciones entre proteinas y -
ligandos mencionadas se han hecho estudios muy detallados sobre efec--

tos alostéricos y cooperativos, siendo quizd el de la enzimologia el -



campo en el que mids se ha avanzado en este respecto. En cambio en la
reaccidn antigeno - anticuerpo solo se han informado efectos alostéri-
cos. Ejemplos de alosterismo en el sistema antigeno-anticuerpo son la
habilidad de disparar al sistema del complemento (6), la aparicidén de
nuevos determinantes antigénicos (7), los cambios en las propiedades de
reactividad del fragmento Fc con receptores celulares (8), etc. Por -
otro lado los efectos cooperativos en el sistema antigeno-anticuerpo -
se han estudiado poco y hasta ahora con resultados aparentemente nega-

tivos. 2

En esta tesis quiero presentar unos hallazgos en la reac--
cién hapteno anticuerpo compatibles con un efecto cooperativo entre --
los dos sitios activos de la molécula de anticuerpos, y discutir la im

portancia bioldgica de la cooperatividad en la funcién inmunoldgica.

El diseno experimental aqui utilizado para estudiar la pre
sencia de cooperatividad en la reaccidn antigeno anticuerpo descansa -
en el andlisis de las curvas de fijacidn presentadas a la manera de --
Scatchard (9), con las modificaciones propias de este sistema que se -

detallan a continuacién.
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MODELO TEORICO

La mayor parte de los anticuerpos formados en respuesta se
cundaria son moléculas bivalentes (10,11,12,13,14,15) y las ecuaciones
que describan su reaccidn con un ligando deben considerar esta carac--

teristica:

La molécula de anticuerpo (a) es capaz de unirse a una o
dos moléculas dcl hapteno monovalente (H) , dando los complejos AHl VA=

AHZ:

k, k,
A+H_—= AH ;' BH + H —=—= ay (1)

e il 1 ~—— 2

k_; k_,

Por la Ley de Accién de Masas las constantes de equilibrio

medidas experimentalmente Kl y K2 estdn definidas por las ecuaciones:

AH k
0 e s 1|
B= A; H, k-1 (2)
o
3 |an, |
AH k
2 2
K = = (3
2~ AR [ T] = %2 )

Si se supone que no hay interaccién entre los dos sitios y
ellos son idénticos en su afinidad intrinseca por H (ver apéndice I),

Klotz demuestra que Kl y K2 deben estar relacionadas asf:
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donde "k" es la constante de afinidad intrinseca del sitio por su li--
gando, "i" es el nimero de sitios ocupados en la "j-&sima" reaccidn y

"n" es la valencia del anticuerpo (ver apéndice3II).

La ecuacidn propuesta por Scatchard (6) para estudiar la -

fijacidén de un ligando a un sitio activo es:

p| _|ms| __ _ '
H—L’F'L-K(Jsol K°|P| (6)

donde |P| es la concentracién de ligando pegado, || es 1a concentra--
cidén de ligando libre y ISOI es la concentracidn inicial de sitios ac-

tivos (ver apéndice 1II).
En el modelo bivalente la ecuacidn (6) queda como:

|aH |+ 2|an_|
Bk il 2. T ok
i i O k) lan | -k lan| + Kll al (7)
donde IAOI es la concentracidn molar de moléculas bivalentes (anticuer
pos). Una grafica de |P|/|L| contra IPI en estas condiciones intercep

ta a |P|/|L |en K1|Ao|, seglin se aprecia en la ecuacibén (7) al hacer --



tender AHl y AH2 a cero.

Para valorar el intercepto en el eje P es necesario ha--

cer antes las siguientes consideraciones:

Las ecuaciones (2) y (3) se pueden escribir como

lam | = & |a] |H] (8)

|an | = xx[a] 5] 9);

la ecuacidn (8) se puede transformar de la siguiente manera:

lan [ =% 8] (|a |- |am| - |as,])
|as | @+ |8]) = x |'] (|a| - |am,])
ek gllﬂl (lagl - |as)

L 1+K|[H]

y sustituyendo con la ecuacidn (9)

(i K lH] |2 ] e
1 K [H] + KK [H]2 :

De manera andloga se puede modificar la ecuacidn (9)

. K2K1|H|2 IAOI e
2' 1+K1|H | + KZKl]—HTz

Es aparente en las ecuaciones (10) y (11) que conforme |H| tiende a --



infinito [AHlI tiende a cero y [AH2| tiende a | Aol y como

|B| = |am| + 2|2, (12)

1l

se puede ver que cuando |H| tiende a infinitol P| tiende a 2|A°| Yirs=
por lo tanto, el intercepto de la grdfica en el eje lPI es igual a -

2|Ao| (ver Figura 1).

El estudio de la pendiente de la ecuacidén (7) provee infor
macidn sobre la existencia de interacciones entre los sitios activos -

seglin se demuestra a continuacidn.

La ecuacidn de Scatchard (Ec. 7) para anticuerpos bivalen-

tes también se puede escribir como:

F—{» p |a | %, (1+2]H]x,)
L 1+ K1TH| + K2K1[H[2 : (13)

cuya pendiente es:

afe] = afLT afe]

y en forma desarrollada es:

P 2 d|L aju|
& 2|a] KK, (@ [H[+K | 8] gt -1a ] k) (e2falx,) (Kl+2K2KlI Hl)EJ—P—
ale[ - (1+K11Hl+ 1<21<11HT[)2

(14) .



Como se aprecia en la Figura 2 esta pendiente es constante cuando no -
hay interacciones entre ambos sitios activos (K1 = 4K2) y la grafica -
corresponde a una linea recta. Puede demostrarse que si Kl = 4K2, la

ecuacidn (13) es efectivamente la ecuacidn de una recta:

+E+ - 4K, |A_| (142K, |H|) " 4K,| A_| (142K, [H])
Ll 1+4K,[H| + akZ[H]® (1+2K, [H]) 2

P —
fi}'— 142K [ ] il

y expresando |H| en términos de e, K, ¥ |Ao|

|2
H| = (16)1
|| 2K2(2]Ao| - [P

y combinando las ecuaciones (15) y (16)

4K2|Ab|

BN
Bl dssw [2]

3\
2 ZKZ(IAbl - =]

+g+ 2K2(2|A°| = e} 4K2|AO|
T

2K2(2|AO| =HPlya 2K2|P|
8xi|a | (2|a | - |2
Pl _ 2! o o
fET* 2RJE2A [=t pl) M@ |3
B
H= 2k, (2|a | - |®|)



P
J{-Ef» = 4K2| Ao| - 21<2|1>| (17),

o expresada en términos de K,

K

ﬁ=K1|AOI -5 17| (18)

Si se comparan las ecuaciones (17) y (18) con la ecuacién
(6) se puede observar que tienen la misma estructura general y que son
la ecuacidn de una recta. Esto quiere decir que en ausencia de inter-
acciones, la suposicidn de que el anticuerpo es una molécula bivalente
no altera la linearidad de una gradfica de Scatchard. En esta grafica
se pueden estimar facilmente K1 y IAOI a partir de los interceptos y a

K2 por consecuencia del cumplimiento de la ecuacidn de Klotz.

En cambio, si existen interacciones positivas (cooperacidn)
entre los dos sitios activos entonces

K
1
K2 > 2 (19)

y si existen interacciones negativas entre los sitios

K
1
K2 < T (20) .

En cualquiera de los casos el trazo de Scatchard ya no es lineal (ver

(Figura 2). En la Figura 2 se puede apreciar como cuando hay interac-
K
~ 2

cidén positiva (cooperacidn) fuerte (E_ > 0.5) se produce un trazo con-
i



vexo por la aparicidn de un brazo ascendente en los valores bajos de -
|P| que alcanza un miximo (IPI/ILImax) y luego el trazo desciende has-
2|Aol. Cuando la cooperacidn es débil (0.25<>KJK1< 0.5) no hay maximo
ni, desde luego, trazo ascendente. En el caso de interaccidn negativa

(Kil(l < 0.25) el trazo que se produce es céncavo, sin ningfin brazo as-

cendente.

El valor de P/Lmax tiene inter&s en un trazo de Scatchard

por dos razones:

1) La presencia de un miximo en esta curva solo es compa-
tible en este modelo con la existencia de interacciones positivas fuer
tes (KJKl > 0.5) entre los dos sitios activos, o sea que si no hay in-
teracciones & estas son negativas, & positivas débiles, no se produce

el maximo en la curva tedrica. Esto se puede demostrar asi:

En el P/Lmax la pendiente del trazo de Scatchard es igual

a cero, por lo tanto, de la ecuacidn (14)

5]ete

2.4|L a
”%W}ﬂ“ﬂmh%ﬁmlhp ﬂ%lﬁ(“ﬂﬂ%)mf”}ﬂmﬁ

(l+K1IH|+ KZKlIHIZ)Z g

despejando ,Hl y rearreglando

2. 2 2
2 \// -
e KKt VAR K "+ 8K, K (2K)K))
= 2
4K2 Kl

’




tomando el valor positivo de la raiz

K2
=1 VK < L
H= —— ——— | (21)
2](2

En la ecuacidn (21) es aparente que para que exista un mi-
ximo en valores positivos de hapteno libre (o sea en condiciones expe-

rimentales) se debe llenar la condicidn que.

Kl
K2 > > (22)

K

o sea que Ez- debe ser mayor que 0.5
il

2) El hecho de que una grdfica de Scatchard tenga un mi--
ximo nos permite calcular el valor de K2 a partir del valor del mdximo.

Se puede demostrar a partir de las ecuaciones (13) y (21) que

/ 2
= 2|Ao| K, B iR,
(=1 =
L| max

- - (23)
4K2 Kl
y a partir de esta ecuacidn que
P|.2 P|.2 P 2 2
(|L|)max £ \/fziL‘)max i Ll)max i |Ao| | }
K, = ) (24)
2 2le| K,

Otro valor que permite estimar K2 es la concentracidén de -

ligando pegado en el maximo (+§+) que hemos denominado lleax:

max



=012 Na

' 2
4K1K2 = Kl

=la] a-'l—0a0=tft—=a (25)
o 4K2 K1

el nl

de donde se puede calcular K_:

2
“
2
UK K. - K
E y 12 1
IAOI = IPI i ,AOI 4K2 o Kl )
i e . |11\0|21<1(41<2 = K3 IAOI % X,
(|a -1 P ) = = 597 L =
o max (4K2 Kl) 4K2 Kl
la |? x
4K_ - K g L

= 2
2 1 da] - (5 )

K : IAIZ
O

1
2 4 (A "leaf

En resumen:

a) K2 debe ser mayor a Kl/2 para que en el modelo biva---
lente haya un mdximo en una grifica de Scatchard, lo que solo es compa

tible con la existencia de interacciones positivas o cooperacién en la

reaccidn.
: . ¢ P
b) Kl se puede estimar del intercepto I en el eje Ll
pues I = IAOIKl, segin se puede ver en la ecuacidn (7) cuando |8y |2|

tienden a cero.



c) ]AOI se puede estimar del intercepto I' en el eje IPI,
’
pues I' = 2]Ao|, segiin es aparente en las ecuaciones (10), (11) y (12)

cuando |H| tiende a infinito.
d) K2 se puede estimar con las ecuaciones (24) y (26).

e) El cociente K2/Kl proporciona un estimado de la magni-

tud de la cooperacidn, seglin se aparte del valor 0.25 (Fig. 2).

Asi que, de haber cooperacién donde KZ/K1 > 0.5 en la rela
cidén del hapteno con el anticuerpo, esperamos un trazo ascendente en la
grafica de Scatchard en los valores bajos de ligando pegado. ILa coope
racidén donde 0.25 < K2/Kl < 0.5 no es facilmente aparente en el trazo
de Scatchard pues no tiene un maximo. Para este propdsito escogimos -
un sistema con el hapteno monovalente: 2,4-Dinitrofenil-lisina (DNP-
lis) y anticuerpos anti 2-4-Dinitrofenol (AcDNP). Este sistema tiene
la ventaja de que se pueden medir concentraciones muy pequenas del --

hapteno si &ste estd marcado con un isdtopo radioactivo.



[P] /(L]

|[ I'=2[A.]=[S,]

[P]

Figura 1. Diagrama de una gradfica de Scatchard en la que -
existe cooperatividad mostrando los puntos e interceptos ---
principales para calcular los parametros que dan informacidn
sobre la magnitud de la cooperatividad (ver texto).
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Figura 2. Grafica de Scatchard tedrica, suponiendo distin-
tas relaciones entre K. y K_. Los valores para |S| y Kl se
le dieron a una computadora“para que trazara las graficas --
variando K_ y suponiendo que no hay pegado inespecifico. --
Nétese comd la grdfica es una recta si no hay interaccibn, -
forma una curva concava cuando hay interaccidn negativa y --
una curva convexa cuando hay interaccidn positiva.
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MATERIALES Y METODOS

Preparacidn del antigeno

Se dinitrofenilaron 2 gr. de albumina sérica bovina (BSA PM
60000, Sigma Chemical Company) por el método de Eisen (16), con 1 cloro-
2-4 dinitrobenceno. El reactivo no pegado se elimind por didlisis. Pa
ra calcular la relacidn molar de grupos £-DNP-lisina por mol de protei-
na se determind proteina por el método de Lowry et al (17) y se midid -
la absorbancia de la proteina sustituida a 360 nm. La dinitrofenila---
cidn ocurre casi exclusivamente en }os grupos &-amino de los residuos -
lisil libres de las proteinas (16). El coeficiente de extincidn molar
de la £-DNP-lisina se tomd como 17,530 (18). E1 cdlculo de la relacién

molar did 23 grupos de hapteno por molécula de BSA (DNP23BSA).

Se dinitrofenild también Ovoalbiimina (OVA, PM 43500, Sigma
Chemical Company) por otro método, también de Eisen (19), con 2-4 dini-
trobencensulfonato de sodio (Eastman Chemical Company). El reactivo no
pegado a la proteina se separd por cromatografia en una columna de Se--
phadex G-25 (Pharmacia Fine Chemicals) de 2.5 x 30 cm. La relacién mo-

lar de grupos DNP lisina por molécula de OVA fue de 16 (DNPlGOVA).

Inmunizacidn

La inmunizacidén se lievdé a cabo en un borrego previamente -
inmunizado con un conjugado DNPGBSA. Se inmunizé la primera vez con --

una emulsidén de 1 ml de DNP23BSA (5 mg/ml) y 1 ml de Adyuvante de Freund



completo repartida en 2 sitios diferentes en inyeccidn subcutdnea. A -
los 8 dias se sangrd de la vena yugular 500 ml. cCada 15 dias a partir
de la primera inmunizacidn se le dieron refuerzos de 1 ml (5 mg/ml) de
DNP23BSA sin adyuvante en un solo sitio por inyeccidn subcutdnea. Cada
15 dias después del 1ler. sangrado se sangrd el borrego de la vena yugu-
lar un volumen aproximado de 500 ml. E1 proceso se hizo 4 veces obte--

niéndose en total 2 1lts. de sangre.

Obtencidn dcl suerc y precipitacidn de las Y globulinas

El suero de cada sangrado (aproximadamente 250 ml) se obtu-
vo dejando coagular la sangre a temperatura ambiente varias horas (3-5
horas) y poniéndolo aproximadamente 15 horas a 4° C. El suero se decan
td y se centrifugd a 2500 rpm a 4° C durante 30 min. para quitar célu--

las, y luego se volvid a decantar y se guard8 congelado.

Las Y globulinas se precipitaron 3 veces por el método de -
sulfato de amonio (20) y se centrifugaron a 10,000 rpm 15 minutos a ---
4° C antes de guardarse congeladas. Solo se descongelaron para determi

nar si tenian anticuerpos activos o para procesarse.

Preparacidn de Sepharosa 4B-1isina-DNP

Se utilizd una ligera modificacién del método de March --
Parikh y Cuatrecasas (21). Se acoplaron 6.5 mg de DNP-lis (Sigma Chemi
cal Company) a 200 ml de Sepharosa 4B (Pharmacia Fine Chemicals) activada

con una solucidn de bromuro de ciandgeno (Merck) en acetonitrilo (Merck).



El exceso de DNP-lis fue eliminado por lavados con amortiguador de bora

tos y los grupos activos en la Sefarosa fueron bloqueados con glicina.

Purificacidon de los anticuerpos anti-DNP

Los anticuerpos se purificaron por cromatografia de afini--
dad en "lotes" (22). Se mezclaron Y-globulinas anti-DNP y Sepharosa -—
DNP-lisina y se agitaron 12 horas a 25° C, se lavd 1la Sepharosa con PBS
y se eluyeron los anticuerpos con una solucidén lO_3M de 2-4 dinitrofenol
(Merck). E1 eluido fue concentrado 10 veces con un aparato de ultrafil
tracidn (Amicon) equipado con una membrana que retiene moléculas de --
PM > a 30,000 y se separaron los anticuerpos del DNP pasando la mezcla -
por una columna de Sephadex G25 grueso de 2.5 x 30 cm (ver Figura 3). Se
colectaron fracciones de 10 ml y se determind su absorbancia a 280 nm y
a 360 nm. Las fracciones que absorbieron a 280 nm se juntaron y se vol
vieron a concentrar aproximadamente 4 veces. Se trabajd con una mezcla

de anticuerpos puros de 4 sangrados diferentes.

Determinacidn de la concentracién de anticuerpos

La concentracidn de proteina en la solucidn de anticuerpos
se determiné por el método de Lowry et al (17) y fue de 0.64 mg/ml. --
Para la didlisis en equilibrio se diluyd 1:4 quedando siempre una con--
centracién de 0.16 mg/ml.

Determinacidn de actividad de anticuerpo en suero, fraccidn de Y—-globu-
linas y anticuerpos puros

Se hizo por doble inmunodifusidén radial en agar purificado



D. 0. 280/360 nm
0—0 360nme—e 280 nm

FRACCION (10 ml)

Figura 3. Separacidn de Anticuerpos anti-DNP de DNP en co-
lumna de Sephadex G 25 grueso. La figura 3 ilustra la elu--
cidén de anticuerpos puros anti-DNP después de ser separados
de la Sepharosa-2-4 DNP lisina con dinitrofenol. ILa absorban
cia a 280 nm se debe casi exclusivamente a los anticuerpos.
A 360 nm la absorbancia que presentan se debe a la proteina
ya que se ha demostrado que esta tiene una ligera absorcidn
a esta longitud de onda. Por lo tanto la columna separé al
dinitrofenol de los anticuerpos y estos estan practicamente
puros. El dinitrofenol tiene su maximo de absorbancia a --
360 nm pero tambiédn absorbe a 280 nm. Es retenido por la -
columna y sale después de los anticuerpos.




al 1 % en PBS, poniendo el suero, y-globulinas & anticuerpos puros a --
reaccionar contra concentraciones entre 5 mg/ml hasta 0.16 mg/ml de --
DNP16OVA. Se utilizd DNPlGOVA para que solo precipitaran los anticuer-
pos dirigidos contra el hapteno dinitrofenol ya que la BSA y la OVA no

dan reaccidn cruzada (Ver Fig. 4).

Determinacidn de la clase de globulinas en que esti la poblacién de --

anticuerpos

Esta determinacidn se hizo por inmunoelectroforesis en agar
al 1 % en amortiguador de barbital. Se colocaron aproximadamente 50 ul
de anticuerpos puros en un pozo y suero total en el otro. Se corrié du-
rante 1 hora a 350 voltios y a 3 miliamperios por portaobjetos (23), y se
colocd antisuero anticarnero de conejo en el canal de enmedio. Como se -
puede apreciar en la Fig. 5 los anticuerpos purificados son probablemen-
te una sola clase de inmunoglobulinas que migran de manera parecida a --

las inmunoglobulinas G.

Preparacidn de las soluciones de 5—3—5—3H-2,4 dinitrofenil lisina

ot s 3 A : o
Se utilizd una solucidn de £-3-5-"H-2,4 dinitrofenil lisina
3 . B o
( HDNP-1is New England Nuclear) con las siguientes caracteristicas: =

: 3 : .
ImCi en 0.28 mg de "HDNP-lis disueltos en 1 ml de HCL 1.0 N.

SR 13
La actividad especifica es 4.1157 x 10 dps/mol y su concen

tracidon es 8.99454 x 10_4 molar.

Se prepard una solucién madre que tiene una concentracidn -



Figura 4. La figura 4 nmuestra doble inmunodifusidn en gel
de agar en PBS (Técnica de Ouchterlony). Todos los pozos ex
teriores contenian DNP. OVA en diferentes concentraciones, -
los que estan situados en el extremo superior (12 hrs) con--
tenian 5 mg/ml de proteina, y el resto diluciones 1:2 progre
siva, en el sentido de las manecillas del reloj. En las figu
ras 4A y B se encuentra del lado derecho en el pozo central
un suero normal de borrego y y-globulinas normales respecti-
vamente y a la izquierda suero anti DNP BSAy‘Y-globulinas -
anti DNP__BSA respectivamente. En la figura 4C el pozo cen-
tral con%lene anticuerpos anti DNP puros. Es interesante ob
servar como con diferentes pasos de la purificacién se pue--
den concentrar los anticuerpos y que estos conserven su capa
cidad de precipitar a la proteina heterdloga acoplada al --—
hapteno.



B

Figura 5. Ikterminacidn de la clase de y-globulinas en que
estd la poblacidn de anticuerpos. La Figura 5A muestra que -
los anticuerpos purificados (AC) pertenecen probablemente so
lo a una clase de inmunoglobulinas. En el otro pozo hay un -
suero completo de borrego (SC) para comparar las bandas que
aparecen en este, con la banda de los anticuerpos puros. La
figura 5B muestra una fraccidn de gamaglobulinas normales --
precipitadas 3 veces con sulfato de amonio (GN) y el otro po
zo también tiene un suero completo de borrego. Se puede apre
ciar que las gamaglobulinas normales pertenecen a varias cla
ses de inmunoglobulinas. Con estas globulinas se hizo una --
didlisis en equilibrio para determinar el valor de |P|/|L|--
inespecifico o " o" (Ver Fig. 6).




4.5 x 10_6M y de ella diluciones que cubrieran el rango de 4.7 x 10—9M

s 3% 10 %M.

A continuacidn se presenta una descripcidn detallada de la
técnica de didlisis en equilibrio ya que este es el método fundamental

en la tesis y por el cual se obtuvieron los datos que la apoyan.

Didlisis en Equilibrio (Ver Apéndice IV)

a) Preparacidn de membranas de didlisis.

Se recortaron las membranas de papel de didlisis y se hir-
vieron en agua destilada 3 veces con cambio de agua cada vez que hier-
ve el agua. (Esto se hace para quitar la glicerina que viene recu----
briendo a las membranas de didlisis come conservador y para sellar a
las membranas) .

b) Preparacién de los médulos con las cadmaras para la dia

lisis.

Se lavaron los mdédulos de lucita con agua corriente de la
llave durante 2 dias para eliminar trazos de material radioactivo pega
do a las paredes y después con 3 cambios de 1 litro de agua destilada
para eliminar las sales del agua de la llave. Se prepard una solucién
al 1 % de Siliclad (silicdn soluble en agua de Clay Adams) y se lavd

cada médulo por lo menos 1 minuto en esta solucién.

Se lavaron después todos los mddulos en 1 litro de agua --



desionizada bidestilada y se secaron con aire.

Los empaques de hule se recubrieron de una capa delgada de
grasa de silicdén y se colocaron en su posicidn frente a la camara ---
(Ver Fig. 1Db). Se tomS una membrana y se secé con una gasa y se colo
cd entre 2 mddulos de manera que quedase perfectamente estirada en —-—

toda la superficie de los mddulos.

Se preparaban los pares de médulos necesarios y se coloca-

ban en el aparato con el motor (Ver Fig. 1Da).
c) Inyeccidn de las soluciones en cada cimara del médulo.

Los médulos tienen 8 cdmaras separadas de las cimaras de -
su médulo opuesto por la membrana de didlisis y tienen un orificio por

donde se puede inyectar la solucidn correspondiente (Ver Fig. 1Dc).

Las cémaras tienen una capacidad aproximada de unos 120 ul
Yy se inyectaron 100 ul con una jeringa automitica de volumen constante
(Hamilton) : primero una solucibén de 0.16 mg/ml de anticuerpos puros -
en todas las cadmaras que estan a un lado de las membranas y después se
lavd la jeringa y se inyectd el mismo volumen de las soluciones de -—-
3H—DNP—lis a partir de la mas diluida hasta la mds concentrada en las
cémaras de enfrente. Desgpués de cada inyeccidn se tapd el orificio --

con cinta adhesiva.



El aparato se colocd a 4° C y se prendid el motor que hace
rotar a los médulos lentamente (agitando a las soluciones) durante 72

horas.

d) Toma de muestra de las cdmaras

Con la jeringa se tomaron 50 ul de cada cdmara comenzando
por la solucidén de hapteno mis diluida terminando con la solucidén de -
anticuerpo que estuvo en contacto con la solucidén de hapteno mis con--

centrada, lavandc la jeringa donde era necesario.

Cuenta de las muestras

Los 50 ul de cada camara se pusieron en un frasco de polieti
leno, se les agregaron 0.4 ml de NCS (Amersham and Searle) y 10 ml de
liquido de centelleo, se agitaron y se contaron en un contador de cen-

telleo Nuclear Chicago Mark II (Eficiencia en 3H, 45.04 %).

Tratamiento de los datos

Las cuentas por minuto que se obtenian del contador de cen
telleo se ordenaban en sentido de concentracidn creciente de hapteno.-

Se restaba el ILIdel lPl + ]L, para obtener IPI (ver por ejemplo Tabla

5). Se calculaban |P| y |L] en concentracidn molar por la férmula
1 it 1 vol. de 1 1t.

| |=cPM x = x —— B ¥ e —
60 actividad especifica (dps/mol)~ Eficiencia vol. de muestra



y para calcular el pegado especifico (IPI esp) y el libre real (ILI -

real) se utilizaban las siguientes férmulas:

|p| Ese |p| -a|L|

|t] + ozl

| | REAL
donde "a" se define como pegado inespecifico (ver figura 6).

Estos son los valores que aparecen en las tablas de los ex

perimentos y se hacian graficas de Scatchard con esos valores poniendo
: 10

las abscisas el valor |P| ESP x 100  y en las ordenadas el valor |P| -

ESP/ |L| REAL.
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Figura 6. Didlisis en equilibrio para determinar "a". -
"o" lo definimos como el valor promedio de [p]/TL] inespe
cifico. En esta figura se ven los resultados de una did—
lisis en equilibrio con gamaglobulinas normales (no diri-
gidas contra DNP Fig. 5 B) y 3-HDNP-1is en concentracio--
nes de 5 x 102 a 3 x 10°°. ®m promedio del valor |P|/|L|
es: 0.0757 y este es considerado como "a".




CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION



RESULTADOS

Todas las didlisis en equilibrio fueron hechas con la mis-
ma concentracidn de anticuerpo (0.16 mg/ml) y las mismas concentracio-
nes de hapteno. Las didlisis en equilibrio se hicieron en 2 aparatos
diferentes (uno de Hoefer Scientific Instruments y el otro una copia -
del primero hecha en el Centro de Instrumentos de la U.N.A.M.). Las -
didlisis en equilibrio 1,2,3 y 6 se hicieron en el primer aparato y --

las didlisis 4 y 5 en el segundo aparato.

La 6a. didlisis en equilibrio se hizo por duplicado y fue
la que se hizo primero, en ella se echaron a perder varias muestras de

notadas como (*) (Ver Tabla 6).

En las didlisis en equilibrio 1,2 y 3 la curva de || ---
ESP/[LI REAL contra |P[ ESP x 10lO variaba segin el médulo de que se
tomaran las muestras. Se escogid entonces un médulo y se graficaron -
los datos, que, como se puede apreciar en las graficas o tablas corres

pondientes, son muy parecidos entre si.
La didlisis en equilibrio 4 se hizo por triplicado y la --
didlisis en equilibrio 5 por duplicado (Ver Tablas 4 y 5).

Para analizar los resultados creo que es conveniente hacer

lo de la siguiente manera:



lo. Se pueden dividir los experimentos en 2 conjuntos, un
conjunto donde la variacidén es minima (exp. 1,2 y 3) y otro con resul-

tados mds erraticos (exp. 4,5y 6).

20. En todos los experimentos hay un trazo ascendente en
las concentraciones bajas de hapteno y un trazo descendente en las con

centraciones mds altas, en otras palabras, siempre hay un miximo.

Con los datos de las curvas se hicieron regresiones linea-
les por el método de minimos cuadrados para ver si estadisticamente --
correspondian a una linea ascendente y a otra descendente, calculando-
se también el coeficiente de correlacidn linear de estas regresiones.
Los resultados estan en la Tabla 7 y se puede ver en ella como en to--
dos los casos, a excepcidn del experimento 4, la correlacidn es buena

(rz N 0.7).

3o0. Los experimentos 1,2 y 3 tienen curvas muy parecidas

(Figs. 7, 8 y 9) y al calcular K, y K_ dan resultados parecidos entre

1K 2

si por cualquiera de los dos métodos (Ver tabla 8). Su estimado de ——
]Aol es en general mds alto que para los otros experimentos, pero su -

valor P/Lmax es bastante parecido entre si.

4o. A los datos de las didlisis en equilibrio 4, 5y 6 —-
solo se le pueden ajustar curvas con formas muy variadas entre si (ver
Fig. 10, 11 y 12) y se debe notar que su valor de !PI/]L]max varia ---
bastante; también los estimados para IAOI. Sin embargo en la tabla 8

se puede ver que el valor de K2/Kl estimado por Pmax varia bastante -



Poco y se parece mucho a los estimados para las didlisis en equilibrio
1,2 y 3, mientras que el valor de K2/Kl estimado por lPl/Ileax se —---
aparta muchisimo de los valores obtenidos para la didlisis en equili--
brio 1,2 y 3, sobre todo las didlisis en equilibrio 5 y 6. Todavia no
tenemos explicacidn para esta variacidn, ni sabemos cual de los estima
dos de KZ/Kl sea el mejor o mids cercano a la realidad, o si ambos lo -
sean pero para dos poblaciones diferentes de anticuerpos. Pero lo in-
teresante en estas dos series de datos es que el valor de K2/Kl siem--
pre es mayor a 0.5, esto quiere decir que siempre se reunen las condi-:

ciones para que haya cooperatividad y se produzca un midximo en el tra-

zo de Scatchard.



TABLA 1

Concentracidn

o CPM CPM CPM Libre Pegado, | P| EsP /|L| REAL

N s e L P+L P+L-L  REAL x 10 ESP x 10

4.73 x 1072 92 395 303 17,984 53.842 2,9939
1.03 x 1078 116 586 470 22.675 83.882 3.693

3.3 x 1078 301 1612 1311 58.838 234,29 3.9818
7.96 x 1078 576 2907 2331 112.59 416.01 3.6948
1.09 x 107/ 740 4830 4090 144.65 733.63 5.0717
5.01 x 107/ 5127 19809 14682 1002.2 2599.8 2.5941

9.7 x 107/ 12477 34087 21610 2439.0 3759.4 1.5414
3.07 x 107° 65385 99434 34049 12781 5299.7 0.4147

1€



[P] ESP / [L] REAL
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TABLA 2

COnC:EEEiCién CcPM CPM CPM Libre Pegado, | p|ESP /|L|REAL

g 1 L P+L P+L-L  REAL x 10 ESP x 10

4.73 x 107° 95 391 296 18.57 52.529 2.8286
1.03 x 1078 137 617 480 26.78 85.414 3.1894
3.3 x10°° 282 1880 1598 55.124 286.73 5.2016
7.96 x 10°° 656 4333 3677 128.23 659.67 5.1444
1.09 x 107/ 981 5627 4646 191.76 831.44 4.3358
5.01 x 107" 6041 26166 20121 1181.7 3576.3 3.0265
9.7 x 107/ 14318 48118 33800 2798.8 5950.9 2.1262
3.07 x 10°° 67388 100036 32648 13173 5017.6 0.3809

€€
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TABLA 3

Concentracidn

- R
4.73 x 107° 115 247 132 22.480 22.43 0.998

1.03 x 1078 107 411 304 20.916 53.82 2.5731

3.3 x 1078 175 1069 894 34,208 160.18 4.6824

7.96 x 10”8 357 2290 1933 69.785 346.63 4.967

1.09 x 107/ 515 3535 3020 100.67 542.13 5.3852

5.01 x 107/ 3229 14915 1186 631.19 2080.9 3.2968

9.7 x 1077 7309 28493 21184  1428.7 3752.4 2.6264

3.07 x 107° 43499 69116 25617  8503.0 4064.9 0.4781

SE
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TABLA 4

C°“°§g§:i°l°“ CPM CPM CPM Libre Pegado, | P| ESP /|L| REAL
Nl T P+L P+L-L  REAL x 10 ESP x 10
- 165 550 385 32.254 67.758 2.1008
4.73 x 10 * * * * * *
137 417 280 26.78 49.046 1.8314
. 162 614 452" 31.667 79.982 2.5257
1.03 x 10 101 415 314 19.743 55.72 2.8222
* * * * * *
- 270 1132 862 52.779 153.06 2,9001
3.3 x 10 305 1268 9263 59.62 170.95 2.8673
271 1107 836 52.974 148.32 2.7999
e 623 2489 1866 121.78 330.81 2.7165
7.96 % 10 466 2408 1942 91.092 346.78 3.8069
* * * * * *
- 854 3292 2438 166.94 431.68 2.5859
1.09 x 10 1054 3155 2101 206.03 367.67 1.7845
* * * * * *
i 4362 13941 9579 852.67 1682.3 1.973
5.01 x 10 4315 13035 8720 843,48 1526.8 1.8101
* * * * %* *
7 * * * * %* *
9.7 x 10~ 7924 23609 15685  1549.0 2744.1 1.7716
* * * * %* *
y 42089 62899 20810  8227.4 3210.1 0.3902
3.07 x 10 45147 65731 20584  8825.2 3127.3 0.3544
42680 63203 20523  8342.9 3149.8 0.3775

LE
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TABLA 5

Concentracidn

CPM CPM CPM Libre Pegado |P|ESP /|L| REAL
molar 10 10
e our lis it P+L P+L-L REAL x 10 ESP x 10
20 297 476 179 58.057 28.499 0.4909
4.73 x 10 182 470 288 35.577 49.887 1.4022
_s 385 725 340 75.258 56.575 0.7517
1.03 x 10 194 637 443 37.922 77.909 2.0544
. 540 1731 1191 105.56 209.21 1.9819
3.3 x 10 409 1681 1272 79.95 225.72 2.8233
-8 951 3449 2498 185.9 441.26 2.3737
7.96 x 10 1021 3500 2479 199,58 436.85 2.1888
9 2340 4266 1926 477.41 318.31 0.6959
1.09 x 10 2005 3936 1931 391.93 323.79 0.8261
_7 10360 15190 4830 2025.1 736.99 0.3639
5.01 x 10 11203 14472 3269 2189.9 441.64 0.2017
7 17184 31167 13983 3359.1 2308.3 0.6872
9.7 x 10 17042 35331 18289 3331.3 3093.2 0.9285
o 64907 99209 34302 12688 5352.2 0.4218
3.07 x 10 67729 98103 30374 13239 4599.5 0.3474

6€
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TABLA 6

3.07 x 10

*

¥*

*

c°“°;2§:§°l°n CPM CPM CPM Libre Pegado, | P|ESP /|L| REAL
e R L P4L P+L-L  REAL x 10 ESP x 10
4.73 x 107° 150 204 54 29.321 7.7736 0.2651
* * * * * *
g 139 385 246 27.171 42.837 1.5765
1.03 x 10 * %* * * * *
. 112 495 383 21.893 68.117 3.1113
7 VT 160 699 539 31.276 95.829 3.0640
i 216 1667 1451 42.223 260.9 6.1792
7.96 x 10 258 2410 1783 50.433 320.7 6.3589
- 1157 4143 2986 226.17 527.19 2.3310
1.09 x 10 581 2409 1828 113.57 324.48 2.857
.1 7742 23646 15904  1513.4 2786.4 1.8412
5.01 x 10 4501 13430 8929 879.84 1562.3 1.7756
- 43143 113713 70570  8433.4 12244.0 1.4518
9.7 x 10 * * * * * *
-6 48721 75257 26536  9523.8 4160.8 0.4369

*
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TABLA 7

Eitparinants Regresidn lineal r2 Regresidn lineal 2
trazo descendente trazo ascendente
i y=5.5674 .0010x .9774  y=3.1634 + ,0024x .7781
2 y=5.2725 .0007x .8192  y=3.0809 + .0037x .6826
3 y=5.9517 .0012x .8622  y=2,1035 + .0072x .7020
4 y=3.0568 .0008x .7445  y=1,9531 + .0058x .4951
5 y=1.5261 .0002x .2360 y=0.6814 + .0084x .6806
6 y=4.8451 .0011x .5509  y=0.9698 + .0185x .9304

134



TABLA 8

Kl

Kll

Experimento 2 . 2 "

4 Ao 5 (Pmax) 55050 (p/mmax) K 2%y
=10 7 6

1 2275 %10 1.16 x 10 833 % 10 .72 2.66 x 10 2.29
=10 6 6

2 3,768.0 x 10 6.14 x 10 333" X" .54 2.94 x 10 4.80
=10 6 6

3 2,584.5 x 10 8.14 x 10 5.29 x 10 .65 5.42 %10 6.29
-10 6 6

4 1,989.5 x 10 9.82 x 10 6.06 x 10 .62 3.47 x 10 303
=10 6 6

5 3,154.0 x 10 2.16 x 10 15517 %= 110 .54 3.65 x 10 16.91
=10 6 6

6 2,131.0 % 10 4.55 x 10 2.71 x 10 .60 1.94 x 10 42.64

El valor de

K2/Kl cuando no

hay interacciones es .25

144



guiente:
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DISCUSION

Los resultados de este trabajo muestran en resumen lo si--—-

En el sistema DNP-1lis-AcDNP en concentraciones de lO_gM a ==
=0 < e -6

10 M de DNP-lis y AcDNP en concentracién 1.07 x 10 M la —-

curva de Scatchard presentd siempre un brazo ascendente en

los valores mds bajos de concentracidén de DNP-lis.

La presencia del brazo ascendente en el modelo bivalente so-
lo es compatible con la existencia de cooperatividad en la
reaccidn hapteno-anticuerpo y el maximo en la curva de ---
Scatchard solo aparece en caso de que K2/K1 sea mayor a 0.5,
lo que es el caso en todos los experimentos calculando K2 =

por cualquiera de los dos métodos propuestos.

Hay una variacidn notable en los valores que se obtienen de
experimento a experimento, para la cual no hay una explica--
cidn definitiva pero que puede deberse entre otras a las si-

guientes causas:

a) Ligeras variaciones en temperatura durante el curso del
experimento.

b) Diferentes grados de absorcidn de ambas soluciones por -
la cinta adhesiva que se coloca para cerrar los agujeros
donde se inyecta la solucidn.

c) Errores técnicos en la manipulacidén de los aparatos para
didlisis en equilibrio.

d) Pequenas diferencias en la dilucidn 1:4 de la solucidén -
de anticuerpo que se prepard de nuevo para cada didlisis

en equilibrio.



Se demostrd experimentalmente que no fueron factores que in
fluyeran de manera muy importante: la variabilidad de la jeringa al me-
dir 100 ul o 50 ul, diferencias entre soluciones de anticuerpos porque
fueran de diferente animal o diferente sangrado ya que siempre fue la -
misma solucidn (mezcla de los 4 sangrados), las soluciones de 3H—DNP—
lis que siempre fueron las mismas, las membranas que con el tratamiento
descrito anteriormente permitian la libre difusidn de 3H-DNP—lis y no -
permitian el paso de moléculas de albimina sérica humana tritiada --

(PM 69000) o moléculas mayores.

A pesar de esta variacidn creo que es valido concluir del
trabajo presentado que la proposicién de cooperacidn en la reaccién hap
teno anticuerpo en el sistema DNP-anti-DNP es la que mejor explica la -
aparicidn constante del brazo ascendente y el maximo en las grificas de

Scatchard.

Hasta ahora los estudios que se han hecho para investigar -
si existe cooperacidn en la reaccidn hapteno-anticuerpo y que mis se --
citan, reportan que no existe el efecto o que si existe debe ser peque-

no.

Si la reaccidn con hapteno indujera un efecto cooperativo -
esto se podria manifestar de dos maneras, una de ellas es que hubiera -
una alteracidén de la capacidad de unir a un segundo ligando, una vez —-
que el primero hubiera interaccionado (que fue la que detectamos experi

mentalmente), y la otra seria un cambio conformacional al interaccionar



el ligando con el anticuerpo, aunque un cambio conformacional no impli-

que siempre que haya cooperacidn.

El trabajo de Nissonoff et al (24) reporta la medicién de -
unién de hapteno con anticuerpo anti-p-benzoato especificamente purifi-
cado (IgG) y con los fragmentos Fab. La constante de afinidad promedio
Ko coincidid dentro del error experimental para las dos preparaciones,
esto quiere decir que las curvas de unidn eran préicticamente superponi-
bles. Seglin los autores esto indica que la combinacidn del hapteno con
un sitio activo no tiene influencia sobre la afinidad del otro sitio. -
Velick et al (25) midieron la unién de hapteno con anticuerpo anti-DNP
purificado especificamente y con sus fragmentos Fab. Reportan las cons
tantes de afinidad K0 Yy sugieren que las propiedades de extincigén de
fluorescencia de sitios activos individuales del anticuerpo de molécu--
las de anticuerpo completas son aditivas, demostrando que las propieda-
des de unidn de un sitio no eran afectadas por el otro. Ashman y Metz-
ger (26) probaron la unién de grupos derivados nitrofenilo con la pro--
teina de una macroglobulinemia de Waldenstr&m humana (yMWag). Obtuvie-
ron unidn homogénea para la proteina intacta (IgM) , subunidades 7S, sub
unidades 5S (Fab')2, o subunidades Fab. Los valores de las curvas de -
fijacidn eran muy similares y aparte de dar los mismos valores de Ko =
para el anticuerpo intacto y los fragmentos probados, se obtuvo practi-
camente una recta por ser esta proteina de mieloma completamente homo--
génea. También estos autores creen poco probable que exista cooperacidn
entre un sitio y otro. Warner y Schumaker (27) utilizando la técnica -

de sedimentacidn diferencial detectaron un cambio conformacional en los



sistemas de hapteno divalente 0r&,2-4 DNP lisina y a,f, 2,4DNP cistina
contra Ac. anti DNP. Este efecto se expresa como un aumento en su coe-
ficiente de sedimentacidn que corresponde a un cambio del 1 % en el coe—
ficiente de friccién de la molécula, mientras que no detectaron ninglin -
cambio en los sistemas de hapteno monovalente 2,4 DNP glicina y &, 2,
4DNP lisina contra anticuerpos anti-DNP. La sensibilidad de su método —

es de una diferencia de 0.016S o mas.

Los trabajos experimentales discutidos muestran la idea ac-
tual respecto a la cooperatividad entre los dos sitios activos de una -
molécula de anticuerpo y la idea es que, para fines pricticos, no exis-
te. Se puede hacer quizd una excepcidn en el Gltimo trabajo de Warner
y Schumaker en el que quizd la sensibilidad de su método no alcanzd a -
detectar un cambio conformacional en una molécula de anticuerpo que se

une con haptenos monovalentes.

Creo que estos autores no pudieron detectar cooperacidn en -

la reaccién hapteno-anticuerpo principalmente por dos razones:

1) Es costumbre en este tipo de articulos quitar los pun--
tos de los extremos (exceso de anticuerpo y exceso de -
antigeno) y solo reportar los puntos intermedios que co
mo se puede apreciar en la mayor parte de los experimen
tos presentados en la tesis tienen una tendencia clara

a descender.

2) Las concentraciones minimas de hapteno con las que tra-

bajaron estos autores son del orden de 106M y llegan a



un miximo de aproximadamente 10—3M y una concentracién
de anticuerpo que varia entre 10—7M y 10_5M segin el -
autor. Pienso que esas concentraciones de hapteno son
muy altas para poder detectar el brazo ascendente en la
curva de Scatchard, ya que a esas concentraciones (méxi
mas en los experimentos de esta tesis) la curva descien

de también en los experimentos que aqui se reportan.

Finalmente quiero discutir que importancia pueden tener es-
tos resultados en el conocimiento de la reaccién hapteno-anticuerpo o -
antigeno-anticuerpo y en la funcién del anticuerpo como molécula del apa
rato inmune de un organismo. Creo que pueden existir por lo menos tres
tipos diferentes de cooperacifn, entre los cuales el sistema que he uti-
lizado no puede distinguir, que son: cooperacién intermolecular, coope-

racidon intramolecular o ambas combinadas.

Por cooperacidn intermolecular entiendo el hecho de que al -
haber reaccionado una molécula de anticuerpo con un antigeno esto haga
mds probable que reaccione otra molécula de anticuerpo con el mismo o --
con otro antigeno. Y por cooperacién intramolecular el hecho de que al
unirse el hapteno o determinante antigénico al primer sitio activo de --
la molécula de anticuerpo, influya sobre la capacidad del segundo sitio
activo para unir y fijar a otra molécula de hapteno u otro determinante
antigénico. De ambas posibilidades me parece mds factible la segunda -

porque se podria decir especulativamente que los puentes disulfuro que



unen a ambas cadenas pesadas en la molécula de anticuerpo podrian ser-
vir como transmisores de informacién de un brazo a otro y por lo tanto
de un sitio activo a otro. La primera posibilidad que parece mas difi
cil de explicar a nivel molecular pero, como mencioné antes, no se pue

de descartar.

Otro punto interesante es que la existencia de interaccidn
negativa produce unos trazos tedricos de curvatura cdncava (ver Fig. 2).
Este tipo de curvatura es bastante comn en griaficas de Scatchard expe-
rimentales (ver Fig. 10 y 12) y hasta ahora se le habia atribuido exclu
sivamente a la presencia inicial de varias poblaciones de anticuerpos -
con diferentes constantes de afinidad intrinsecas por el ligando, a lo
que se le denomind "heterogeneidad" (28,29,30,31). E1 hecho de que --
tedricamente se produzcan estas curvas hace pensar en dos posibilidades
mas para explicar esta curvatura concava que son que a altas concentra-
ciones de ligando hay interacciones negativas en la reaccién hapteno-
anticuerpo o que la heterogeneidad en vez de ser inicial puede irse ge-

mTerando durante la reaccién hapteno-anticuerpo.

El hecho de que exista cooperatividad hace a la molécula de
anticuerpo una molécula mds funcional para el aparato inmune desde el -
punto de vista teleolégico. Al aumentar la afinidad de la molécula se
necesitan menos moléculas de anticuerpo para llevar a cabo la misma --
funcién que si esto no fuera el caso. O sea la cooperacidn amplifica

una funcién, y la hace mis eficiente. EIl aumento en afinidad hace --



mids dificil la disociacién del complejo antigeno-anticuerpo lo que pue
de ser una caracteristica que mejore la funcién del anticuerpo como --
"opsonina" ya que una vez unido a un microorganismo invasor es mucho -
mds probable que una célula fagocitica lo encuentre unido al antigeno -

y esta lleve a cabo mejor su funcidn.
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CONCLUSIONES

Esta tesis propone por primera vez un modelo tedrico formal
para estudiar un efecto cooperativo en la reaccidn de una molécula bi--
valente (anticuerpo) con una molécula monovalente (hapteno), por el and

lisis del trazo de Scatchard.

Este modelo puede ser utilizado en general para estudiar la
existencia de este efecto en cualquier sistema que llene los siguientes

requisitos:

1) que un reactivo sea bivalente

2) que el otro reactivo sea monovalente.

En el sistema analizado por este modelo, (DNP-1lis-AcDNP) se
encontrd que los datos experimentales son compatibles con la existencia
de cooperatividad con la reaccidn antigeno-anticuerpo. Siendo esta la
primera vez que se reporta cooperatividad en la reaccidén antigeno-anti-
cuerpo, este trabajo contribuye al mejor conocimiento de una de las --

reacciones fundamentales en la Inmunologia.
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APENDICE I

Afinidad

Afinidad se refiere a la fuerza de interaccidn entre un hap
teno y un sitio activo de un anticuerpo dirigido contra él. La afini--
dad es una medida termodindmica de la fuerza de interaccidn hapteno-an-
ticuerpo y se puede expresar como la constante de equilibric Ko (litros/
mol ) o como el cambio en la energia libre AF®° (kcal/mol) porque Ko y -

AF°® se relacionan por la férmula (32):

AF° = -RT 1n Ko (1)

La interaccidn hapteno-anticuerpo es de tipo no covalente,
por lo tanto la afinidad también se puede interpretar como la suma de -
las fuerzas atractivas y repulsivas de tipo no covalente que tienen las
moléculas situadas a distancias muy pequefias una de otra, como son: ---—
puentes de hidrdgeno, interacciones hidrofdbicas o apolares, interaccio
nes idnicas o couldmbicas, fuerzas de van der Waals y factores estéri--
cos o fuerzas estéricas repulsivas. Esto implica que un anticuerpo de
alta afinidad es el que forma un enlace fuerte con el hapteno formando
un complejo hapteno-anticuerpo estable con una tendencia baja a disociar
se. Un anticuerpo de baja afinidad forma un complejo con el hapteno me
nos estable que requiere menos energia para disociarse. Por lo tanto -
entre mas alta sea la afinidad del anticuerpo mayor serd la cantidad de

hapteno unido al anticuerpo en el equilibrio.
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APENDICE 1II

Deduccidn de la Ecuacidén de Scatchard

La interaccidn entre un solo sitio activo del anticuerpo -
(S) y un hapteno monovalente (H) con constantes de asociacidn y diso--
ciacidn kl y k-1 respectivamente se puede representar en el equilibrio

como:

H + sﬁ—sx{s (sl)

-1
la Ley de Accidn de Masas dice que la velocidad de formacién del comple
jo es proporcional a la concentracidn de los reactivos. Por lo tanto
la velocidad de asociacidn es igual a klIH] ISI y la velocidad de diso
ciacidén es igual a k-1 |HS|. En el equilibrio las velocidades de aso-

ciacidn y disociacidn son iguales por lo tanto:

k1|H| |s| = k-1 |HS| (s2)

HS| _ ki
Ko_|LrLH|S|_k—1 8

donde Ko es la constante de afinidad en el equilibrio. Si se denomina
a la concentracidn total de sitios activos como |So|, |S| se puede sus

tituir por (|So|-|HS|) enla ecuacién (S3)



- e ]
= Ta] TSo[ - Ty i
rearreglando
2? =Ko |So| - Ko |Hs| (s5)

La ecuacidn (S5) es una de las formas mis comunes de tratar los datos
obtenidos de interacciones antigeno-anticuerpo porque a partir de ella

se pueden obtener los parametros que describen a la reaccién.

Esta ecuacidn se debe en su forma original a Scatchard (9)

y tiene las siguientes propiedades:

1) Es la ecuacién de una recta (lineariza los datos) y una gra
fica de PEGADO/LIBRE (|HS| / |H|) contra PEGADO (|HS|) debe

dar una linea recta de pendiente - Ko.

2) Cnando la concentracién del ligando libre (IHI) es muy peque
[HS]/IH Itiende a KolSol, O sea al producto de la con--
centraci6n de todos los sitios activos por su constante de
afinidad y cuando IH | es muy grande lHSl/lHl tiende a ISoI
O sea a la concentracidn de todos los sitios activos. (Ver

Fig. sl).



/ [LIBRE]

[PEGADO]

‘[KO[SO]

l[ [Sol

[PEGADO]

Figura S1. Gréfica teorica de Scatchard para una poblacidn
homogénea de sitios activos que no interaccionan entre si.
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Interaccidn de una Molécula Bivalente con dos ligandos

Klotz (33) da el siguiente tratamiento al caso en que una

molécula se una a dos ligandos:

La molécula A es capaz de unirse a una o dos moléculas de

H dando los complejos AH, y AH_ O sea

1 2
A+H—kl> AH, AH1—1(3—>AH2 (K1)
k-1 k-2
Las constantes de equilibiio medidas experimentalmente Kl y K2 estan -
definidas por las ecuaciones:
o IAHl| E k1 gl
1 [al jal k1
IAHZ' k2
e [an [TH] ™ k-2 ot
se deduce de estas ecuaciones que
|aH | = k) |a]]H] (k4)
2
|an, | = x, [aH | [H]=KK][A]]H] (K5)

No Interaccidn entre Sitios

En ciertas situaciones Kl y K2 pueden estar relacionadas -



en forma sencilla. Si los dos sitios activos en A son idénticos en su
afinidad intrinseca por H pero son distinguibles el uno del otro, se -
pueden designar para los propdsitos de esta discusidn colocando uno a

la derecha y otro a la izquierda de A:

El primer complejo AH esta compuesto por la suma de dos especies que -

son:
H-A- y -A-H

se puede considerar que cada una de estas especies mantiene su propio

equilibrio con las especies componentes -A- y H, por lo tanto:

=A- + —_— = - ; =
A- + H H- 2 k= e (x6)
—A-H
-A- + H — -A-H; =
A A-H k A H (K7)

como los dos sitios son idénticos en su afinidad intrinseca por H las
constantes de equilibrio intrinsecas, k, son la misma en las ecuacio--

nes (K6) y(K7).

Esta constante intrinseca k se puede relacionar entonces -

con la constante experimental K. tomando en cuenta que:

1
|H-A- | + |-A-H| = ]AHl[ (k8)

de la ecuacidn (K8) se deduce que



B |AH1| ‘|H—A—[ +|—A-—H|_IH-A—1+|-A—HI
1 |H||a] [2] ] 2] [E]{a]" |H] [a

K |=k+k=2k (K9)

Se puede utilizar un proceso parecido para relacionar K2 -

con k. La formacidn de AH_ puede ocurrir de las siguientes maneras:

2
| aH, |
H-A- + H — H-A-H; k = 'I-Fflli—l (K10)
| 2H, |
-A-H + H i H-A-H; k = ITATII—H[ (K11)

Se puede concluir de manera similar que la k en la ecuacibén (K10) es -
idéntica a la de la ecuacidn (K1l) ya que los dos sitios son idénticos

en su afinidad por H.
Por razones similares se puede concluir que
|-A-H| = |H-3-| (K12)

las concentraciones de estas especies diferentes son iguales. (Esto se
deduce claramente si se observa que en las ecuaciones (K10) y (K11) -

|AH2|, |H| y k son idénticas).

Regresando a la ecuacidn (K3) tenemos que:

EX EX )

“2 7 Tam | B T (JEa-] + |-A-A) 4] | 2 [B-a-] [H]

|aH, |
< (K13)

k
2



De las écuacionesA(k9) y (K13) se deduce que si los dos --
sitios en A son idénticos en su afinidad intrinseca por H y no existe
interacci6n entre ellos las constantes determinadas experimentalmente

Kl y K2 se relacionan por la expresidn:

K
o2k _
i x/2 =4 (K14)
2
O su equivalente
K
2 _k/2
K, = o 0.25 (K15)

Interaccidn entre dos Sitios

De las ecuaciones anteriores se deduce que hay interaccidn

entre los dos sitios activos de la molécula A cuando:

= 2 0.25 (K16)

Las relaciones (K14) y (K15) también se pueden justificar
por un razonamiento estadistico. La probabilidad de que una molécula
H se.combine con una A, es el doble de que se combine con una AHl ya que
A posee dos sitios libres mientras que AHl posee Gnicamente uno libre.

Este factor determina que K., sea dos veces mayor que K2. Ademds se pue-

1

de ver que la probabilidad de disociacidn de AH. es el doble que la de

2



AHl. Este factor determina que K2 tenga un valor de la mitad de Kl.

La combinacidn de ambos factores probabilisticos determinan que Kl ==

tenga un valor cuatro veces mayor al de K2.

N Sitios de Asociacidn

En el tratamiento para n sitios de asociacién para la molé
cula A se puede llegar a la férmula general para calcular la constante

de equilibrio Ki que es

n-i+l
=K

Ki = (K17)

donde "n" es el niimero de sitios de asociacidn de la moldcula Aiat
es el niimero de sitios ocupados en la "i-esima" reaccidn y "k" es la -

constante de afinidad intrinseca.
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Didlisis en Equilibrio

En el trabajo experimental que estudia la reaccidn antigeno-
anticuerpo es preferible trabajar con reactivos puros (hapteno y anti--
cuerpo) y necesario poder distinguir de alguna manera entre el hapteno -
libre y el pegado a la molécula del anticuerpo. Los dos métodos mis uti-
lizados han sido: Didlisis en equilibrio y extincién de fluorescencia,
(24,25,35-42). En el trabajo de esta tesis se utilizd el método de did-
lisis porque es el estandar y detecta concentraciones mucho mas pequenas.
La didlisis en equilibrio fue introducida como método en inmunoquimica -
en 1932 por Marrack y Smith (34) y mejorada en 1949 por Eisen y Karush -
(11) para obtener datos termodindmicos aceptables de la reaccidn antige-
no-anticuerpo. El principio en el cual se basa esta t&cnica es: si se -
tiene una solucidén de un hapteno en un amortiguador en una camara separa
da por una membrana semipermeable de didlisis de otra camara con la solu
cidn amortiguadora exclusivamente, el hapteno difundiri a través de la -
membrana hasta que su concentracidén en ambas cdmaras sea igual. Si en una
las cémaras hay anticuerpo parte del hapteno se unird al anticuerpo y --
no podrd participar en el equilibrio de la difusidn. Cuando se llega al
equilibrio la concentracién de hapteno libre en ambas cdmaras sera igual
pero la concentracidn total en la cdmara en la que hay anticuerpo seri
mayor y la diferencia de las concentraciones de hapteno entre las dos

camaras serd la concentracidn de hapteno pegada al anticuerpo. E1 --



efecto de Donnan es despreciable en soluciones isotdnicas que se utili
zan normalmente en el manejo de anticuerpos. La concentracidn molar -
del hapteno libre estd representada por 'L len las ecuaciones (7) o --
(13) y |P| la concentracidn de hapteno pegado. Si se determinan |L| y
|P| variando la concentracidn de |L|se pueden graficar los datos en --

ejes |P|/|L | contra |P| para obtener los pardmetros Kl'KZ y IAo[.

En la prdctica es necesario trabajar con concentraciones -
muy bajas de hapteno porque la concentracidn molar de anticuerpo es --
baja, por ejemplo una concentracién de anticuerpo de 0.5 mg/ml corres-

: =6 x :
ponde aproximadamente a 3.3 x 10 M. Si la concentracién de hapteno -
excede por mucho este valor, la concentracidn de hapteno pegado seri -
necesariamente baja en relacidn a la concentracidn total de hapteno y
la diferencia de concentraciones en un compartimiento y otro serd muy -

dificil de medir con exactitud.

Por lo tanto la concentracidén de hapteno debe ser del mis-
mo orden de magnitud o menor que la del anticuerpo. Por esta razdén se
utilizan haptenos radioactivos o haptenos que absorban o fluorescan —-

fuertemente.

Otro factor que se debe tomar en cuenta es la afinidad del
anticuerpo, cuando se tienen anticuerpos de alta afinidad se necesita
una concentracién baja de anticuerpo y Viceversa, esto se ve claramen-

te de la relacidén: (Ver apéndice II ecuacidn (S3)).



HS

K = 61<o|s|=H

Para mediciones adecuadas, se recomienda que la concentracidén de anti-

cuerpo sea aproximadamente igual o sobrepase al reciproco de su constan
sl : : 7 = d

te de afinidad. Por ejemplo si Ko = 10 la concentracidn de anticuer-
- =7

po deberia ser cuando menos del orden de 10 y esto a su vez hace nece

sario que las concentraciones de hapteno sean bajas por las considera--

ciones hechas anteriorments.



Figura 1D
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Figura 1D. La figura 1D muestra un aparato multidializador
utilizado en los experimentos (1,2 y 3). En la figura 1Da
se ve el motor que tiene acoplados una barra de plastico --
con una rosca en la parte mds cercana a un circulo negro de
lucita que giran con el motor, también muestra los médulos
de lucita armados y uno de ellos montado en la barra. La -
membrana de papel de didlisis cortada a la medida va entre
las dos mitades de los mbdulos, (Fig. 1Db) que son comple-
mentarias. Una de las mitades tiene un perno de acero ino-
xidable que ajusta en un agujero pequefo en el otro mdédulo
y se evita la salida del 1liquido por los empaques negros --
que cierran herméticamente las cdmaras con la membrana de -
didlisis entre dos de ellas. Se montan los médulos que se
vayan a ocupar y se aprietan con la "tuerca" de plastico --
negra que aparece en la figura 1lDa. En un acercamiento de
una de las camaras (Fig. 1Dc) se ven los agujeros por los -
cuales se inyectan las soluciones de hapteno y anticuerpo a
sus c@maras respectivas estos aguieros se tapan con cinta -
adhesiva una vez que la solucidn estd en la cdmara. El apa
rato gira los médulos y cada solucidn se agita con una pe--
quefia burbuja que queda en cada cadmara.
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Glosario y Notacién

Las palabras hapteno y ligando se utilizan como sindnimos

en esta tesis.

concentracidn inicial de anticuerpo
concentracidén de anticuerpo con un sitio activo ocupado

concentracidn de anticuerpo con los dos sitios activos ocu-
pados

molécula de anticuerpo

valor de pegado inespecifico

aumento en energia libre estandard

concentracidn de hapteno libre, puede ser a veces = |LIBRE[

molé&cula de hapteno

concentracidn de hapteno pegado a un sitio activo puede ser
a veces = | PEGADO

constante de afinidad intrinseca

constantes de velocidad de asociacidn y disociacién respec-
tivamente

constante de afinidad experimental promedio

constante de afinidad experimental del ler. sitio activo
constante de afinidad experimental del 2o0. sitio activo
concentracidén de ligando libre

pendiente de una recta

concentracién de ligando pegado



constante de los gases

concentracidén de sitios activos inicial

concentracidon de sitios activos

temperatura en grados Kelvin & absolutos
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