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RESUMEN 



Durante la infección por VlH la respuesta inmune humoral resulta en 
altas concentraciones de anticuerpos. Sin embargo, esta respuesta parece no 
ser efectiva a la larga en contener el curso de la infección. Tal vez la 
efectividad de la respuesta sea un problema de calidad y no de cantidad de 
anticuerpos. 

Con el objeto de estudiar la calidad de los anticuerpos anti VIH 
diseñamos un método experimental de medición de la constante de afinidad 
promedio así como la distribución de las afinidades de los anticuerpos 
presentes en sueros de pacientes Vll-1•. Utilizamos el péptido sintético GM15 

(aa 602-616 de la región transmembranal de gp41) como antigeno e inhibidor 
en un ensayo de ELISA en competencia. En forma paralela, analizamos la 
ecuaciones de unión para el sistema en competencia y desarrollamos un 
programa computacional (utilizando el lenguaje Borland C++ para 
Windows) con el objetivo de simular teóricamente el comportanúento de 
poblaciones homogéneas de anticuerpos monovalentes. 

Los resultados teóricos indican que : 
• Se debe utilizar concentraciones de anticuerpos totales inferiores a 10-7 M 

ya que en este rango de concentración Log [1] y Log (lt] son lineales. 
• Se puede hacer el tratanúento gráfico utilizando la concentración del 

ligando total en lugar de libre. 
• La placa debe estar saturada para establecer el sistema de competencia. 
• La constante de afinidad por el péptido adsorbido (kr) debe ser inferior a 

la constante por el péptido en solución (k¡). 
• Podemos observar diferencias en las curvas de r1 entre poblaciones de 

anticuerpos con diferente k¡. 
Los resultados experimentales indican que : 

• Es posible observar diferencias en en la cinética de inhibición en sueros de 
pacientes VIH•. 

• Al estudiar la gráfica de M; podemos analizar la heterogeneidad y la 
distribución de las afinidades de las poblaciones de anticuerpos presentes. 

En lo que respecta al modelo teórico convendría extender su 
desarrollo hacia poblaciones heterogéneas, bivalentes de anticuerpos para 
entonces realizar simulaciones más realistas. 

La metodología desarrollada al ser aplicada al estudio de cohortes de 
sueros de pacientes VIH• podría ayudarnos a comprender como es que el 
VIH lleva acabo la lesión donal y evade al sistema inmune Además podría 
ser una herramienta de gran utilidad médica si existe alguna relación entre 
la constante de afinidad promedio, la distribución de afinidades de los 
anticuerpos presentes en el suero de pacientes y el estadio clínico del 
paciente. 



INTRODUCCIÓN 



La célula como entidad principal de un organismo multicelular 
necesita estar en contacto con el medio que la rodea así como con el 
resto de las células que forman parte de todo el organismo. La célula 
no se encuentra asilada y forma una enorme red de intercomunicación 
molecular con otras células de una complejidad asombrosa y 
apasionante. Esta es mediada por una amplia variedad de 
interacciones moleculares, como por ejemplo las señales transmitidas 
por hormonas, neurotransmisores, citocinas, etc. 

Un organismo vertebrado es capaz de defenderse en contra de 
organismos y substancias extrañas y posee un sistema de defensa 
altamente especializado capaz de montar dos tipos de respuesta 
orquestadas : la respuesta inmune celular y la inmune humoral 
(mediada por anticuerpos). En la inmunidad humoral, podemos 
destacar las interacciones moleculares que se llevan a cabo entre 
anticuerpos y antígenos l t l 1 extraños al organismo. 

La respuesta inmune humoral se ha eshtdiado en el cuadro de 
varias enfermedades, como son la neurocisticercosis , la htberculosis, 
etc. y recientemente el síndrome de inmunodeficiencia adquirida 
(SIDA). 

Se han desarrollado métodos diagnóstico que consisten en buscar 
la presencia de anticuerpos en contra de antí$enos relevantes mediante 
ensayos inmunoenzimáticos como el ELISA \ 2 I , teniendo aplicaciones 
tanto de diagnóstico como epidemiológicas. Este tipo de ensayos 
puede medir entonces la intensidad de la respuesta humoral, midiendo 
el número de anticuerpos específicos que se han generado a raíz de un 
estímulo antigénico. 

Podemos entonces conocer la intensidad de la respuesta inmune 
humoral, pero ¿Podemos saber que tan eficaz es ésta? Un parámetro 
apropiado para conocer la eficacia de la respuesta, es la medición de la 
constante de afinidad l 3 I promedio y la distribución de afinidades de 
los anticuerpos, en contra de un antígeno o un epítope relevante, 
presentes en el suero del paciente. Este es un punto de importancia 
fundamental que podría esclarecer muchos de los aspectos que aún no 
comprendemos en muchas de las enfermedades y que podría abrir el 
camino hacia el diseño de vacunas. 

1 Lns palabras indicadas por estn notnc:ión se encuenlTan en el glosurio. 



Es en este contexto que surge la pregunta de si es posible 
aprovechar el ensayo de ELISA para medir la constante de afinidad 
promedio de un suero inmune y utilizarlo como un parámetro que 
distinga la cantidad de la calidad de la respuesta inmune humoral. 

En el caso particular del Sindrome de Inmuno Deficiencia 
Adquirida (SIDA) se ha desarrollado un ensayo inmunoenzimático por 
ELISA {1}2 para detectar a pacientes seropositivos l 4 I, utilizando un 
péptido sintético, llamado GM1s ll I ll 3. Este péptido forma parte de la 
glicoproteina de membrana gp41 del virus de inmunodeficiencia 
Humana 1 (VIH-1). Este ensayo es capaz de detectar con gran eficiencia 
la mayoría de los individuos seropositivos, teniendo una especificidad 
l s I de 100 % y una sensibilidad l 6 I de 94 %. 

La medición de constantes de afinidad no es un proceso evidente 
ni directo, el cual involucra métodos experimentales muy minuciosos 
como el de Diálisis en Equilibrio, Apagamiento de Fluorescenci..i, 
Métodos de precipitación y ultracentrifugación, Cromatografia de 
Afinidad o Radio-inmunoensayo {2, 3, 4, 5}. Recientemente se ha 
intentado desarrollar métodos experimentales sencillos capaces de 
medir constantes de afinidad utilizando el ELISA {5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 
12}. 

El objetivo principal de la presente tesis consiste en desarrollar 
un método experimental utilizando el ensayo de ELISA, realizando 
una competencia por el anticuerpo entre un antígeno o ligando l 71 en 
solución y el ligando adsorbido en una superficie sólida, generando 
curvas de inhibición a partir de las cuales podemos alcanzar una 
medida de la constante de afinidad promedio de los anticuerpos 
específicos en contra de GM1s presentes en el suero, así como una 
descripción ele las poblaciones de anticuerpos presentes en el suero. 

Paralelamente al desarrollo de este método experimental se 
pretende formalizar en un modelo teórico que justifique la capacidad 
del método para medir constantes de afinidad. Para esto desarrollamos 
un programa computacional mediante el cual podamos simular 

2 Las Referencias están indicadas con esta notación. 
J Los apéndices están indicados con esta notación. 



teóricamente la interacción antígeno anticuerpo en el contexto del 
ensayo de Competencia en ELISA. 

Así pues, midiendo la constante ele afinidad promedio de los 
anticuerpos anti VIH-1, presentes en sueros de pacientes con SIDA, 
podríamos establecer un parámetro de comparación entre pacientes y 
correlacionarlos con el estadio clínico. 

Este método sería entonces una herramienta de gran utilidad 
médica en lo que respecta a su ai:1icación práctica. Si llegara a existir 
alguna relación entre la afinidad promedio de un suero y el estadio 
clinico del paciente, se podría diseñar un tratamiento adecuado 
dependiendo de la etapa de la enfermedad en la se encuentre el 
paciente. 

Se ha observado que durante la infección por el VIH, se presenta 
una disminución importante de los linfocitos CD4+, causando una 
depleción en la respuc!sta inmune de tipo celular y aumentando 
paralelamente la respuesta humoral, mediada por anticuerpos. La 
respuesta inmune podría estar siendo estimulada diferencialmente por 
el virus. Es decir que algunas clonas de linfocitos B podrían proliferar y 
diferenciarse más rapidamcnte que otras. Esta estimulación diferencial 
probablemente se ve reflejada en la heterogeneidad de las poblaciones 
de anticuerpos presentes en un suero y en la disribución de sus 
afinidades. 

Así pues la metodología aquí presentada podría ayudarnos a 
dilucidar el progreso de la infección en cuanto al procedimiento de 
lesión o activación clona! diferencial debida a la actividad 
inmunosuprcsora del VIH. 

El estudio de la distribución de las afinidades a lo largo de la 
infección es importante para determinar si la eliminación de clonas de 
linfocitos Bes aleatoria o si esta es dirigida por el virus. De ser dirigida 
la eliminación de clonas de linfocitos B, sería posible abrir el camino 
hacia el disefio de una vacuna en contra del VIH utilizando como 
estrategia la inducción específica de clonas de linfocitos B capaces de 
generar anticuerpos de alta afinidad. 

6 



DESARROLLO DEL MODELO EXPERIMENTAL 



ELISA EN COMPETENCIA 

El ensayo consiste en la competencia entre el péptido sintético 
GM1s adsorbido en una superficie sólida y el péptido en solución a 
diferentes concentraciones por los anticuerpos específicos en contra de 
GM1s presentes en el suero de pacientes HIV+ (figura 1). De este 
experimento se generan curvas de inhibición para cada suero al 
graficar Asorbancia (O.O.) vs. Concentración de inhibidor total [It] 
(figura 2). 

Uu·~····;·-. - .. - r. -;. . • • • • • '(, ,' E. 

C. D. • 
A. • -v_\..z,, .. _d_~- .. 
~ G. 

FIGURA 1 : Esquema del ensayo de ELISA en Competencia : A. Sensibilización de 
la placa con GMis, B. Lavado, C. Adición de GM1s en solución en diferentes 
concentraciones, D. Adición del suero (1:200), E. Lavado, F. Adición del segundo 
anticuerpo, G. Adición del substrato, H. Lectura en espectrofolómetro a 405 nm 

111111. 



TRATAMIENTO DE LOS DATOS 

En este caso consideramos que la densidad óptica cuando [It] = O 
(Ao) es la cantidad de anticuerpos totales unidos al péptido adsorbido 
en la placa. A= [AP]¡es la cantidad de anticuerpos unidos a la placa en 
el punto [lt)¡ y Ao-A¡ = [AJ]¡ es la cantidad de anticuerpos unidos al 
inhibidor en el punto [lt)¡ (figura 2). 

Definimos entonces : 

• rp = Ai/ Ao = (AP]/ Ao 
r¡ = (Ao-A1)/ Ao =(Al]/ Ao 

Podemos entonces graficar : 

• r¡ vs. Log [It] 
• .11·1 vs. Log [It] 

Ab1(D.O) 

11 IIIll 
( 33} 

FIGURA 2 : Interpretación de la curva de inhibición de un suero. 
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DESARROLLO DEL MODELO TEÓRICO 
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La formalización matemática de este fenómeno de interacción 
macromolécula ligando se basa en la ley de acción de masas y puede 
ser descrita en forma general : 

A1 +P~A1P 
A2+ P~A2P 

An+P~AnP 

Donde An es una macromolécula (anticuerpo) que interacciona 
con un ligando monovalente P. En el equilibrio de cada una de las 
reacciones anteriores se define la constante de asociación : 

k1 = [A1P) / [A1][P]; [A1P) = k1[A1)[P] 
kz = [A2P) / [A2P][P); [A2P) = kz[A2P)[P] 

kn = [AnP) / [An-1P)[P) ; [AnP) = kn[An-1P)[P] 

En el modelo de fijación de Klotz {13, 14, 23} en donde se define 
r como la fracción de anticuerpos unidos al ligando : 

r = AP / Ao = Moles de P pegadas a A / Moles tolales de protema. 

En el caso general de una molécula A con n sitios de interacción 
tenemos que : 

r = ([AP!]+2[AP2]+ ... +n[APn])/([A]+[AP1]+2[AP2]+ ... +n[APn]) 

r = (k1[PJ+2k1k2[Pp+ ... +n(k1k2 ... kn)[P]n)/(l+k1[P]+2k1k2[P)'+ ... +n(k1k2 ... kn)[PJn) 

En el caso de anticuerpos monovalentes tenemos que : 

r = [AP]/[AJ+[AP] = k1[P] / (l+k1[P)) 

11 



Ahora en el caso de competencia tenemos dos reacciones 
simultáneas: 

A + P ~ AP y A + 1 ~ Al 

Donde P es el péptido sintético GM1s adsorbido en la placa e 1 es 
el Péptido sintético GM1s en solución y que cumple con la función del 
competidor o inhibidor. 

Para cada una de estas reacciones definimos la constante de asociación: 

kr = [AP] / [A][P] y k1 = [Al] / [A][I] 

Así mismo definimos r, r1y rp {24}: 

r =([Al] + [AP]) / ([A] + [Al] + [AP]) 
r = (k1[I][A] + kr[P][A]) / (1 + k1[I][A] + kr[P][A]) 

r1 =[Al] / ([A] + [Al] + [AP]) 
r1 = k1[I][A] / ([A] + k1[I][A] + kp[P][A]) 

rp = [AP] / ([A] + [Al] + [AP]) 
rp = kp[P][A] / (1 + k1[I][A] + kr[P][A]) 

Donde r es la fracción de anticuerpos pegados ya al péptido en 
solución 1 y al péptido adsorbido en la placa P. r1 es la fracción de 
anticuerpos pegados al inhibidor (o despegados del péptido adsorbido 
en la placa) y rp es la fracción de anticuerpos pegados al péptido 
adsorbido en la placa. 

Estudiemos ahora los límites de r1 y rp considerando a [It] como 
la variable. 

• rp debe tener un valor inicial de uno y tender a cero cuando [It] 
aumente, es decir que los anticuerpos se despeguen de la placa. 
lim rp = O cuando [It] --> a:i. 

• r1 debe tener un valor inicial de cero y tender a uno cuando [It] 
aumente, es decir que los anticuerpos se peguen al inhibidor. 
lim r; = 1 cuando [It]--> a:i. 

12 



En el modelo de klotz, r, rp y r¡ están expresados en función de 
[P], de [I] y de [A], concentraciones cuya determinación experimental 
no es trivial y cuya forma de variación desconocemos. 

Con el objetivo de simular correctamente las variaciones de r, rp 
y r¡ y poder diseñar experimentos utilizando las concentraciones 
adecuadas, debemos introducir en las ecuaciones anteriores las 
concentraciones totales de Anticuerpo [At], inhibidor [It) y péptido 
adsorbido en la placa [Pt] ya que estas son las concentraciones 
conocidas en el momento de realizar el experimento. De esta manera 
podemos expresar la concentración del péptido adsorbido en la placa 
libre [P] y la concentración de inhibidor libre en solución [I] en función 
de concentraciones totales. 

13 



DETERMINACIÓN DE (A], (P] E (1) 

En todo momento del equilibrio tenemos : 

[At) =[Al) + (AP) + [AJ 
Sustituyendo [Al] = ki[A)[I] y [AP] = kp(P][A) 

[At] = ki[A)[I] + kp(P][A) +[AJ (1) 

[Pt] = [AP) + [P) 
Substituyendo (AP] = kp[P)[A] 

[Pt) = kp(P)[A) + (P) = [P)(l+kp(AJ) 
Despejando (P] 

(P) = (Pt] / (l+kr[AJ) (2) 

[It) = (AI]+[I] 
Substituyendo [Al]= k1[I](A] 

(It] = k1[I][A) + [I] = (I](l+k1[AJ) 
Despejando [I] 

[I] = [lt) / (1 +k1[AJ) 
(3) 

Remplazando las ecuaciones (2) y (3) en la ecuación (1) : 

[At] =k1(AJ[It] / (l+k1[AJ) + kp[A)[Pt] / (l+kp[AJ) +(A] 

Multiplicando por (l+kp(A))(l+k1[A]) = l+k1(A]+kp[A]+k1kp[A]2: 

[At)(l +k1[A]+kp[A)+k1kr[A]2)=k1(A][It](l +kr(A))+kr[A](Pt)(l +k;[A))+[AJ(l +k1 
[A]+ kp[A]+k1kp[A)2) 

Desarrollando : 

k1kp[At)[A]2+[At)(k1+kp)[AJ+[At]= k1kp[Pt)[A]2+ kp(Pt)[A] + k1kp[lt)[A]2+ 
k1[It][A)+ k1kp[A)3+[A]2 (kp+k1)+[A] 

Factori.zando [AJ y [A)2: 

k1kr[A)3+(k1kp[lt]+k1kp[Pt]+kp+k1-k1kr(At))[A)2+(l +kp[Pt]+k1(It]
[At)(ki+kp)[A)-[At]=O 

14 



Dividiendo por k1kr : 

r A]3+((1t]+fPtJ-r Al] +1/k1+ 1/ kp))[ A]2+ ([Pt]/ k;+(It]/ kpf At](kp+ki)/ (kpki) 
+1/kpki)(A]-[At)/k,kp =O (4) 

Finalmente obtenemos una ecuación de tercer grado para la 
variable [AJ de la forma [AP + a1 [A)2 + a2[A) + a3 =O, donde: 

• a1 = [It] + [Pt] - [At] + l/k1 +l/kr 
• a2 = [Pt]/k1 + [It]/kr - [At](kp+k1)/(kpk1) + l/krk1 
• a3 = - [At]/k;kp 

Si resolvemos esta ecuación (verificando que tenga dos raíces 
l 101 complejas y una real positiva o bien tres raíces reales de las 

cuales dos sean negativas y una sea positiva) y tomamos la única raíz 
real positiva podemos entonces calcular las concentraciones [P] e [I]. 
utilizando las ecuaciones (2) y (3) para cada valor de [It]. Una vez 
calculados los valores de [P) e [I] podemos entonces calcular los 
valores de r, rp y r; en el equilibrio correspondiente a las 
concentraciones de [At], [Pt], [It]. 

En el modelo de competencia la concentración de Anticuerpos 
totales [At], de péptido total adsorbido en la placa [Pt] son constantes. 
La variable para la simulación es la concentración de inhibidor total 
[It], con la cual se construye la curva de inhibición de los anticuerpos, 
calculando r, r; y rp para cada concentración de [It]. 

15 



PROGRAMA COMPUTACIONAL 
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El objetivo del programa es el de simular la competencia de los 
dos ligandos P e 1 por los anticuerpos dirigidos contra GM1s en el 
ensayo de ELISA por competencia (ver Desarrollo del Modelo 
Experimental), así como de generar curvas en las cuales podamos 
calcular el valor de la constante de afinidad. 

El programa calcula los valores de [A], [l], [P], [Al], [AP], r, r;, rp, 
[AI]/[I], [Al]/[It], [AP]/[IJ, [AP]/[It] y genera un archivo con 
información que puede ser leído y manipulado utilizando una hoja de 
cálculo de Excel 4.0 para Windows con el fin de crear las curvas de 
análisis : Gráficas de Klotz y de Scatchard. 

El programa se desarrolló en el lenguaje Borland C++ 3.1 para 
Windows llIVll {15, 16, 17, 18, 19, 20}y consiste en los siguientes 
puntos: 

l. Pregunta los valores de las constantes de afinidad aparentes : 

• kp para el Modelo de No Competencia. 
• kp y k; para el modelo de Competencia. 

2. Pregunta como datos conocidos experimentalmente las 
concentraciones del anticuerpo total [At] y del péptido total [Pt]. 

3. Pregunta el nombre del archivo de salida. 
4. Calcula 100 intervalos de [It], comprendido entre 10-12 y 1 M. 
5. Para cada valor de [It]: 

a) Calcula los coeficientes a1, a2, a3 del polinomio de [AJ. 
b) Encuentra la raíz positiva de este polinomio en 100 iteraciones, 

utilizando el método de Newton-Raphson 11 VII y se asegura 
que sólo exista una raíz positiva. 
Calcula el valor de : 

[I], [P], Log [I], Log [P), Log[It], [A], [Al], [AP], [AI]/(I], [AI]/[It], r, r; y 
rp para el modelo de competencia con un sólo sitio de interacción. 
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DIAGRAMA DE FLUJO 

Introducción de 101 valores de kp y kl. 

Introducción de los valores de (At) y (Pt) , 

Cálculo de 100 puntos de (It) 
en el bttervalo 10·12 <[It)< 10' 

Para cada punto de [It) : 

Cálculo de los coeOclentes del pollnomto de (AJ 

Determinación de la raiz dd polbtomlo de [AJ 
por el método de Newton-Raphson 

en 100 Iteraciones, 

Cálculo de (1) y (P) 

:x 100 veces 

Cálculo de r, r 1 y'•. i----------' 
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DIAGRAMA DE FLUJO 

Introducción de 101 valores de kp y kl. 

Introducción de los valores de [AtJ y [PtJ , 

Cálculo de 100 puntos de [ltJ 
en el batervalo 10·12 <(It]< 10' 

Plll'a cada punto de [ItJ : 

Cálculo de los coeficientes del polfnomlo de (AJ 

Detemlhlaclón de la raiz del polhlomlo de [AJ 
por el método de Newton-Raphson 

en 100 Iteraciones. 

Cálculo de (I] y [PJ 

i: 100 veces 

Cálculo de r, r 1 y r •• 1----------' 
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RESULTADOS 
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SIMULACIONES TEÓRICAS 
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MODELO DE No COMPETENCIA 

A+P~AP 

En el equilibrio tenemos : 

k = (AP] / (A] [P] 

En el modelo de Klotz 11II11 definimos rp como : 

rp = (AP] / ((A] + (AP]) 
rp = k [P] (AJ / ((AJ + k (PJ [AJ) 

En el modelo de Scatchard 11 IIIll tenemos que : 

(APJ/(PJ = k (AoJ - k (APJ 

EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN DE (AT] 

Una de las limitaciones del tratamiento del modelo de Klotz es 
·que uno debe poder medir experimentalmente la concentración del 
ligando libre [P). Esto no siempre es posible y una alternativa muy útil 
sería poder hacer el tratamiento gráfico remplazando [PJ por [Pt] ya 
que esta es la concentración conocida. En un intento por analizar la 
variación de [P] y [Pt] realizamos una familia de curvas teóricas 
calculando tanto [P] (gráfica 1) como rp (gráfica 2) para 100 puntos del 
intervalo de concentración 10-12 Ms [Pt] s 1 M, para varias 
concentraciones de [At]. 

En la gráfica 1 podemos observar que Log[P] y Log [Pt] tienden a 
ser directamente proporcionales al estar en condiciones de 
concentración de [At] s 10-7 y por lo tanto en la gráfica 2 observamos 
cómo la curva de rp vs. Log [Pt] se aproxima a la curva de rp vs. Log [P] 
cuando [At] s 10·7. 
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GRÁFICA 1: Efecto dela conce;,tTacÍÓn de [At] sobre Log [P) vs. Log [Pt]. 
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GRÁFICA2: Efecto de [At] al gra!icar rp vs. Log [Pt] (kv= 106). 
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VARIACIÓN DE rp 

En las gráficas 1, y 2 podemos observar que la concentración de 
Anticuerpos totales [At] es un parámetro que se debe utilizar en 
condiciones bajas ([At] 5 10-7) ya que en condiciones de alta 
concentración en el trazo de Klotz, Log [Pt] para rp = 0.5 es diferente a 
Log [P] para rp = 0.5 y refleja la concentración del anticuerpo [At] más 
no la constante de afinidad. 

Estas dos gráficas nos demuestran teóricamente que es posible 
tratar los datos generados experimentalmente con [Pt] siempre y 
cuando el experimento sea realizado en condiciones de concentración 
de [At] s; lQ-7. 
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MODELO DE COMPETENCIA 

A+P <=> AP A+I <=>Al 

En el equilibrio tenemos : 

kp = [AP] /[AJ [P]k1= [Al]/ [AJ [I] 

En el modelo de Klotz definimos rp como : 

rp = [AP] / ([AJ+ [AP] + [Al]) 
rp = kp [P)[A] /([AJ+ kp[PJ[A] + k1[l)[A]) 

yr;como: 

r; =[Al]/ ([AJ+ [AP) + [Al]) 
r1 = k1 [IJ[A] / ([AJ + kr[P)[A] + k1[IJ[A]) 

EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN DE (At] 

Por medio de una demostración análoga a la del modelo de no 
competencia podemos demostrar que Log [lt] es directamente 
proporcional a Log [I] para concentraciones de anticuerpo total [At] 
inferiores a 10·7 M ( gráfica 3). 

De la misma manera se demuestra que en este modelo de 
competencia la concentración de [At] también es un factor que influye 
en la extrapolación de la curva de Klotz para inferir la medida de la 
afinidad relativa y debe ser utilizado en concentraciones menores de 
10-7 y se justifica nuevamente la utilización de [lt] en vez de [I] (gráfica 
3). 
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EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN DE (Pt) 

Podemos observar que la concentración del péptido adsorbido en 
la placa total [Pt] es un factor de suma importancia para establecer el 
sistema de competencia. En concentraciones bajas de [Pt], al haber 
poco péptido adsorbido en la placa los anticuerpos se comportan como 
en el sistema de No Competencia (rp =O, r¡ = r). 

Al aumentar la concentración de [Pt], el sistema comienza a ser 
realmente competido. Progresivamente el valor de r tiende a uno y es 
igual a uno cuando [Pt] ;<: 10-4 M (gráfica 5). 

Una molécula adsorbida en una superficie ocupa un volumen 
muy pequeño (casi despreciable) {22} por lo que experimentalmente 
podemos esperar una alta concentración de [Pt]. 
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GRÁFICA 5 : Efecto de [Pt) en el sistema de competencia : A. r vs Log [I), [Pt] = 10-10 

B. r vs Log [I], [Pt);;, 10~ .>C. r vs Log [I], [Pt] = 10.. D. r vs Log [I], [Pt] = 104 
([ At) = 10'" ,kr = 10' ,k, =' 1()8) .. 

26 



EFECTO DE LA DIFERENCIA ENTRE kp y k;. 

Esta serie de experimentos se realizó en condiciones de 
competencia ([Pt] = lQ-4) y en condiciones de linearidad de Log [It] y 
Log [I) ([At) = lQ-B). 

Al analizar las curvas generadas en el caso de kp > ki en un 
factor de 101, 102 y 103 podemos observar que el punto rp = r¡ se 
desplaza hacia la derecha cuando la diferencia de kp con k; aumenta 
(gráfica 6). 
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GRÁFICA 6: r; vs. Log [It] (ki = 106, kp = 107, kp = 108 y kp = 109). La curva de r, se 
desplaza hacia la derecha cuando aumenta kp. 
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De una manera análoga analizamos las curvas generadas en el 
caso de kp < ki en un factor de 101, 102 y 103. Podemos observar que el 
punto rp = r¡ se desplaza a la izquierda cuando la diferencia de k¡ con kp 
aumenta (gráfica 7). 
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GRÁFICA 7: r, vs. Log [It] (kp = 1()6, ki = 107, ki = 108 y ki= 109) La curva de~. se 
desplaza hacia la izquierda cuando aumenta k1• · · · 
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• kp=ki 

Así mismo analizamos las curvas generadas en el caso en que kp 
= k¡ para varios valores : 106, 107 y 1CJ8 mol-1 (gráfica 8). Podemos 
observar que el punto rp = r¡ siempre corresponde a la abscisa [lt] = 
Log (10-1) = -4, independientemente del valor de kp = k;. 

Realizamos entonces simulaciones con diferentes valores de [Pt], 
conservando la condición kr = k1 (gráfica 9) y encontramos que la 
concentración de [It] para el punto el punto rr = r¡ (en el caso de kr = k¡) 
corresponde a la concentración [Pt]. Es decir que [Pt] = [It]. 

Log (Ít] ,; 

" : : ' .. ' ' - . - ' 
. ' ' \' -

GRÁFJCA8: Curva de Klotz para k~,;, k1=l06, kr;;, k1=: 107 y kp= k1= 107 Podemos 
observar que las curvas se encuentran superpuestas y que el punto 
[lt)(rr = r1) = -4 = Log(l01) = Log [Pt). ' · · · · · · · · 
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GRÁFICA 9: r1 vs. Log flt] en condiciones de kp = ki. Observamos que el punto 
[lt](rv = r1) = Log [Pt]. 

Con el objetivo de analizar por qué cuando kp=k; la 
concentración total del inhibidor en el punto r; = rp es igual a la 
concentración de péptido adsorbido ([It] = [Pt]) y no refleja la constante 
de afinidad, decidimos analizar el punto r; = rp en el contexto de 
competencia. 

En el modelo de klotz se puede determinar la constante de 
afinidad a partir de la extrapolación de la concentración de ligando 
libre correspondiente al punto en que el 50 % de los sitios están 
ocupados 11 IIIll, éste corresponde al punto en que r; = rp. 

rp y r;están definidos como: (ver Desarrollo del Modelo Teórico) 

r1 = rp implica que : 

k;[I] = kp[P] 

Remplazando las ecuaciones 2 y 3 : 

k;[lt) / (1 + k;(AJ) = kr[Pt] / (1 + kp[A]) 
Multiplicando por (1 + kp(A])/k;[lt]: 
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[It] = [Pt] kp/k1* ((1 + k1[A])/(l + kr[A])) 

A diferencia con el modelo de no competencia en donde [It]o.s 
mide el inverso de la constante de afinidad, el modelo de competencia 
es capaz de medir un cociente entre kr y k1. Podemos observar que si k1 
= kp entonces [It] = [Pt]. 

Este procedimientos confirma que la constante de afinidad 
medida no es una afinidad real sino que es una afinidad relativa que 
depende tanto de kp como de k1. 

Este resultado implica que no podemos realizar la medición de la 
constante de afinidad del anticuerpo por el péptido en solución (k1) 
independientemente de kr y por lo tanto la consante de afinidad 
relativa establece un parámetro de comparación entre sueros. 

Sin embargo, durante el desarrollo del modelo experimental 
estamos modificando el equilibrio al adsorber el péptido en la placa 
(para fines prácticos de manera irreversible). Estamos provocando un 
aumento de la concentración de [Pt] hasta valores con varios órdenes 
de magnitud mayores que [It]. Las consecuencias de este fenómeno son 

• kp es inferior a ki por cambios conformacionales debidos a la 
adsorción. 

• El aumento de la concentración de [P] y por lo tanto un 
desplazamiento del equilibrio hacia P, capturando todos los 
anticuerpos con sitios libres de inhibidor y disponibles (tanto de alta 
como de baja afinidad). 

Ahora si teóricamente suponemos que la constante de afinidad kp 
por el péptido adsorbido es menor que k1, podemos entonces estudiar 
el comportamiento de anticuerpos que difieren en k1 y generar 
entonces curvas como en la gráfica 6 en la que podemos observar 
diferentes patrones de inhibición causadas por las diferencias en 
afinidad por el péptido en solución. 
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EXPERIMENTOS DE INHIBICIÓN CON 
SUEROS DE PACIENTES Vlff + 
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Todos los experimentos fueron realizados utilizando la misma 
dilución para todos los sueros ( 1:200). Las lecturas de absorbancia en 
ELISA (O.O.) fueron después normalizadas a uno para minimizar los 
efectos de las diferencias de concentración total de anticuerpos 
específicos en contra de GM1s entre sueros, considerando la lectura 
más alta (generalmente en ausencia del inhibidor) como 1 y calculando 
r¡como 1 menos la lectura de absorbancia normalizada en ELISA. 

En primera instancia realizamos un experimento en el cual 
incubamos los sueros en una placa de ELISA previamente 
sensibilizada. Enseguida intentamos despegar los anticuerpos unidos 
con concentraciones crecientes del péptido en solución. Como 
podemos observar en la gráfica 10, al competir con concentraciones de 
hasta 10·3 M no logramos despegar los anticuerpos unidos a la placa. 

Este experimento apoya la supos1c1on de que la alta 
concentración del péptido adsorbido en la placa desplaza el equilibrio 
hacia P y secuestra los anticuerpos específicos en contra de GM1s con al 
menos un sitio libre, permitiéndonos medir la totalidad de los 
anticuerpos no unidos al inhibidor. 
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GRÁFICA 10 : r, vs. Log [It) Los anticuerpos unidos a la placa no son desplazados 
hacia la solución aún con altas concentraciones de [It). · 
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EXPERIMENTOS DE INHIBICIÓN 

Se realizaron experimentos de inhibición para 7 sueros de 
pacientes HJV+ 4 y 5 sueros negativos verificados por ELISA y Western 
Blot. Las curvas de saturación (r¡ vs. Log [It]) fueron trazadas haciendo 
un ajuste manual (eye-fitting), evitando caídas en las curvas de r¡ ya 
que estas son curvas de frecuencias acumuladas. Posteriormente se 
trazaron curvas de ~r¡ para cada suero para analizar la distribución de 
las afinidades en cada muestra. 

En la gráfica 11 podemos observar que el método es capaz de 
distinguir por lo menos dos poblaciones de sueros con cinéticas de 
saturación diferentes y concentraciones de [It] en el 50 % de saturación 
diferentes : 

• Una población de sueros con una cinética sigmoidal típica 
(sueros 1250, 1104, 1130 y 1202) 

• Una población de sueros con una cinética sigmoidal 
modificada (sueros 1176, 1350 y 1123). 

• Una población de sueros negativos que no son inhibidos 
(sueros 1368, 1389, 901, 113, 124). 

Podemos observar que existen al menos dos familias de curvas 
diferentes en donde una familia (sueros 1176, 1350 y 1123) presentan 
una cinética más lineal que sigmoidal en donde el punto de inflexión 
no es tan evidente. 

·• Los sueros de pacientes con SIDA fueron amablemente donados por la Dra. Carmen Soler del 
CON ASIDA. 
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Ahora bien podemos analizar el nivel de heterogeneidad en 
las constantes de afinidad de los anticuerpos presentes en cada suero 
utilizando el método propuesto por Sciutto et al {33) graficando Ari vs 
Log [It]. 

Inicialmente en el estudio de r; vs. Log [It] distinguimos entre 
dos familias de sueros. Ahora el estudio de Ár; vs Log [It] nos permite 
distinguir entre tres familias de sueros : 

• Una familia de sueros con una población mayoritaria de afinidades 
cercana a 106, presentando diferencias tanto en la amplitud y la 
altura del pico (gráficas 12, 13, 14 y 15). 

• Una familia de sueros con al menos dos poblaciones de diferente 
afinidad (gráficas 16 y 17). 

• Un suero con varias poblaciones cubriendo un gran rango de 
afinidades, con una distribución uniforme (gráfica 18). 

El estudio de la curva de r; vs. Log [It] nos permite medir la 
constante de afinidad promedio de los anticuerpos presentes en el 
suero. El estudio de Mi vs Log (It] nos permite analizar la 
heterogeneidad de la población y su distribución. Así podemos 
distinguir entre sueros no solo por su afinidad promedio sino tambien 
por la distribución de las afinidades (tabla 1). 

Prooorción k 
Suero k; Número de Población 1 Población 2 Población Población 

Poblaciones (%) (%) 1 2 

1250 2.88x106 1 100 o 2.23x106 -
1104 1.00x106 1 100 o 1.00x106 -
1176 4.39x107 2 56 44 9.12x1CJ9 106 
1350 3.72x107 2 42 58 >1011 1.90x107 

1123 3.16x106 2 70 30 5.60x1()6 3.16x10S 
1130 1.50x106 1 100 o 4.36xtos -
1202 1.77x106 1 100 o 1.00x1()6 -

TABLA 1 : Relación de constantes de afinidad promedio y heterogeneidad y 
proporción de las poblaciones para cada suero. 
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GRÁFICA 12 : Suero 1250 : A. Curva ri vs. Log [lt]. B. 811 vs. Log [It]. 
Observamos una curva sigmoide casi perfecta (A.), por lo tanto este suero presenta 
una población mayoritaria de anticuerpos con afinidad de 2.23x106(B.). 
Observamos también algunos accidentes en la curva que podrían indicar la 
presencia de poblaciones pequeñas de anticuerpos de afinidad mayor. 
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GRÁFICA 13: Suero 1104 : A. Curva ri vs. Log [It]. B. t\r1 vs. Log [IT]. 
En A. observamos que presenta una cinética de saturación sigmoidal clásica, 
indicando la presencia de una sola población de anticuerpos, con afinidad del 
órden de 1CJ6 como se puede observar en B. 
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GRÁFICA 14: Suero 1130: A. Curva ri vs. Log flt). B. Ar¡ vs. Log flt). 
Observamos que presenta una sola población de anticuerpos con afinidad del 
órden de 4.36x105. No es una distribución normal, el pico está acostado hacia la 
derecha. 
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GRÁFICA 15: Suero 1202 : A. Curva ri vs. Log íitJ. B. M; vs. Log (lt). 

-3 

Este suero presenta una población mayoritaria de anticuerpos con afinidad de 106. 
Observamos también algunos accidentes en la curva B. que podrían indicar la 
presencia de poblaciones pequeñas de anticuerpos de afinidad mayor. 
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GRÁFICA 16: Suero 1176: A. Curva ri vs. Log [lt]. B. M 1 vs. Log [It]. 
En A. podemos observar que la curva presenta una región casi lineal antes del 
comienzo de la sigmoide. Esto implica la presencia de varias poblaciones. En B. 
Observamos que presenta dos poblaciones de anticuerpos, una población de alta 
afinidad (9.12x10") y una población de menor afinidad del órden de 106. 
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GRÁFICA 17: Suero 1350: A. Curva ri vs. Log [lt). B. Ar1 vs. Log (lt). 

-3 

En A. observamos claramente la presencia de dos poblaciones de anticuerpos. En 
B. observamos dos poblaciones, una de muy alta afinidad (k>10") y una población 
con afinidad del órden de 1.9x107. 
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GRÁFICA 18: Suero 1123 : A. Curva ri vs. Log [lt]. B. M1 vs. Log [lt]. 
En A. observamos que la curva en su totalidad es casi lineal. En A. confirmamos 
que este suero presenta unn alta heterogeneidad en las afinidades como en su 
distribución (uniforme). 
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DISCUSIÓN 
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El modelo experimental y las consideraciones teóricas aquí 
propuestas demuestran que : 

• Se deben utilizar concentraciones de anticuerpos bajas, del órden de 
10-7 M para realmente poder distinguir entre concentración y 
afinidad ya que al graficar contra [lt] las curvas de saturación 
reflejan la concentración del anticuerpo y no la constante de 
afinidad. 

• Para establecer el sistema de competencia se debe saturar la placa. 
Esto implicaría que la alta concentración de antígeno en la placa 
secuestra a cualquier anticuerpo en solución con sitios libres, sin 
importar la constante de afinidad. 

• Al asumir la suposición anterior podemos ver que el ensayo si es 
capaz de distinguir constantes de afinidad promedio aparentes, 
dado que en las simulaciones al fijar el valor de kp<k¡ observamos 
que la curva de r; vs. Log [It] se desplaza hacia la izquierda para 
valores mayores de k;. Esta medición no refleja un valor real de la 
constante de afinidad. Sin embargo es un parámetro de comparación 
entre poblaciones de anticuerpos con diferentes afinidades. 

• Al normalizar a 1 las lecturas en ELISA minimizamos el efecto de la 
concentración y podemos comparar las curvas de inhibición o 
saturación de los anticuerpos y observar diferencias en afinidad. 
Además podemos graficar r¡ vs. Log [It] sin necesidad de conocer la 
concentración total de anticuerpos y por lo tanto podemos utilizar 
sueros con poblaciones heterogeneas en afinidad. 

• Al estudiar la gráfica de &r¡ podemos analizar la heterogeneidad de 
las poblaciones de anticuerpos presentes. 

• Los resultados experimentales nos muestran que este método es 
capaz de distinguir poblaciones con diferentes afinidades promedio 
y cinéticas de inhibición. Podemos observar que el método es capaz 
de distinguir al menos dos familias de cinéticas de inhibición 
diferentes así como distribuciones de afinidad diferentes, marcando 
la diferencia entre sueros con una, dos o varias poblaciones de 
anticuerpos. 
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• El modelo teórico aquí presentado no considera las interacciones 
causadas por la bivalencia de los anticuerpos ni la heterogeneidad 
de la población. Un segundo modelo podría entonces ser diseñado 
tomando en cuenta estas variables y podría contribuir al 
esclarecimiento de estos comportamientos diferenciales en las curvas 
de saturación. 

Este método de medición difiere en algunos puntos con respecto 
a los modelos anteriormente propuestos. Analicemos entonces los 
métodos desarrollados utilizando el ensayo de ELISA. 

En primera instancia se desarrollaron métodos para medir 
constantes de afinidad por medio de ensayos de ELISA sin 
competencia, {6} agregando concentraciones crecientes de anticuepo a 
una placa de ELISA previamente sensibilizada, midiendo la cantidad 
de anticuerpos que se unen a la placa y tomando el recíproco de la 
concentración necesaria para saturar al 50% como la constante de 
afinidad. El tratamiento teórico de este ensayo se basa en la suposición 
de que la concentración de anticuerpo libre es cero. Esta suposición 
infringe gravemente la definición de la constante de afinidad y la 
dispara al infinito (al dividir por cero). Además como discuten 
Goldberg et al. {5} este método es inadecuado para medir la constante 
de afinidad ya que al adsorber el antígeno a la placa se modifican sus 
características fisicoquímicas que perturban la interacción antigeno 
anticuerpo y por lo tanto modifican la afinidad. 

La siguiente estrategia diseñada es la propuesta por Friguet et al. 
{7} y que consiste en hacer reaccionar una concentración fija 
(conocida) de un anticuerpo con concentraciones crecientes de 
antígeno en solución. Al llegar al equilibrio se toma una alícuota de 
esta reacción y se determina la concentración de anticuerpos libres y 
unidos al antígeno por medio de un ensayo indirecto de ELISA. En este 
ensayo, se debe conocer la concentración total de los anticuerpos 
específicos utilizados y deben ser anticuerpos monoclonales o 
purificados y por lo tanto su aplicación al estudio de sueros queda 
limitada. Los autores se basan en la suposición de no rompimiento del 
equilibrio al tomar alícutotas pequeñas de la mezcla de reacción. 
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Una tercera estrategia fué diseñada por Nieto et al. {11}. Esta 
consiste en hacer competir el anticuerpo entre un antígeno adsorbido a 
la placa y un antígeno en solución. Intuitivamente Nieto et al. 
proponen que la constante de afinidad medida en el 50 % de fijación 
representa una medida de la afinidad relativa de los anticuepos 
(purificados por medio de una columna de afinidad). Ellos proponen 
intuitivamente que la constante de afinidad relativa medida por este 
ensayo es un cociente entre las afinidades por el antígeno adsorbido 
(kp) y el antígeno en solución (k;), donde kp<k; y tiene un valor único 
para todos los anticuerpos. Enseguida Nieto et al. proponen que al 
sensibilizar la placa con diferentes concentraciones de antígeno 
(inferiores al valor de saturación) pueden distinguir la heterogeneidad 
de las afinidades lo cual patreciera un artefacto de acuerdo al modelo 
teórico aquí desarrollado. 

La aplicación inmediata de este ensayo de competencia en ELISA 
para medir constantes de afinidad promedio de anticuerpos presentes 
en sueros se encuentra en el estudio de la respuesta inmune humoral 
en contra del VIH-1. En primera instancia podemos hacer un estudio 
de la constante de afinidad promedio de los anticuerpos presentes en 
sueros de pacientes con SIDA, dirigidos contra GM1s y analizar si 
existen diferencias en afinidad dependiendo del estadio clínico del 
paciente, relacionando tanto la heterogeneidad de la población como el 
valor de la constante de afinidad promedio. 

Este estudio de afinidades se podría integrar como una variable 
más en el análisis de imágenes del patrón de bandas en el western blot 
y analizar los niveles de correlación existentes con el estadio clínico del 
paciente, grupos de riesgo, etc. 

Este modelo experimental representa una gran herramienta de 
análisis de la respuesta humoral, que se puede extender hacia el 
estudio de varios epítopes relevantes de proteínas inmunogénicas del 
VIH como son gp120, p24, etc. 

El modelo teórico aquí propuesto se debe extender hacia la 
bivalencia de los anticuerpos y la heterogeneidad. De esta manera 
podríamos simular los efectos causados por la interacción entre sitios y 
la presencia de varias poblaciones {33}. 
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El análisis de afinidades aquí propuesto es una herramienta de 
amplio espectro, que no se encuentra limitada al estudio de la 
respuesta humoral en SIDA. Este se podrfa aplicarse al estudio de otras 
enfermedades como las causadas por virus, bacterias, hongos, 
parásitos e inclusive enfermedades autoinmunes ya que presenta la 
ventaja de ser una metodología , económica en relación a otros 
métodos de medición de constantes de afinidad. 



APÉNDICES 
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APÉNDICE 1 : PÉPTIDO SINTÉTICO GM15 

El péptido sintético GM1s forma parte de la región 
transmembranal de la glicoproteina de membrana GP41 del virus de 
inmunodeficiencia humana VIH-1(1, 28, 29, 30, 31, 321 y se encuentra 
localizado entre el aminoácido 602 y 616. 

Este péptido se encuentra ciclizado por un puente disulfuro entre 
sus dos cisteinas y su secuencia es la siguiente : 

-Ile-Trp-Gly-Cys*-Ser-Gly-Lys-Leu-Ile-Cys*-Thr-Thr-Ala-Val-Pro-

• Puente disulfuro. 

Esta región fue escogida para sintetizar el péptido ya que es una 
región altamente conservada, que en la literatura se ha reportado como 
un epítope altamente inmunogénico. 
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APÉNDICE 11 : ENSAYO INMUNOENZIMÁTICO 

l. Sensibilización l s I de la placa con 100 µl de una solución de 
GM1s (1.5 mg/ml) en buffer de Carbonatos (pH = 9.6) durante 
1ha37" C. 

2. Lavados con PBS-Tween al 0.3 % . 
3. Adición de una solución de GM1s en concentraciones 

decrecientes para cada pozo desde 10-s hasta 10-12 M. 
4. Adición inmediata de los sueros en dilución 1:200 en PBS-

Tween 0.3% con BSA al 1 %. 
5. Incubación a 37" C durante 30 min. 
6. Lavados con PBS-Tween al 0.3 % . 
7. Adición del segundo anticuerpo a-lgG humana conjugado a 

Fosfatasa Alcalina en dilución 1:2000 en PBS-Tween 0.3 % con 
BSAal 1%. 

8. Incubación a 37" C durante 30 min. 
9. Adición de 100 µI de solución del substrato (Paranitrofenil-

fosfato sódico) 1 mg/ml en Buffer de Dietanolamina 
10.Incubación a 37° e durante 30 min. 
11.Paro de la reacción con 50 µl de NaOH 2N. 
12.Lectura en espectrofotómetro a 405 nm. 
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APÉNDICE 111 : MODELO DE ADSORCIÓN DE KLOTZ 

Sea A una macromolécula con n sitios de interacción idénticos e 
independientes que reacciona con un ligando monovalente P para 
formar el complejo APn. Esta relación podemos expresarla como 
(13, 23J: 

A+ nP<::> APn 

o en forma secuencial como : 

A+ P<::>AP1 
AP1 + P <=> AP2 
AP2 + P <=> AP3 

APn-1 + p <=> APn 

Para cada una de estas reacciones podemos definir la constante 
de asociación kn : 

k1 = (AP!)/[A][P] 
k2 = [AP2]/(AP1][P) 
k3 = [AP3)/[AP2)[P] 

kn = [APn]/[APn-!}[P) 

Para cada una de estas ecuaciones podemos escribir : 

[AP1) = k1(A][P] 
[AP2] = k2 (AP1)[P] = k1k2(AJ[PJ2 

[APn] = kn[APn)[PJ = (k1k2 ... kn)[AJ[P]n (I-1) 
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Ahora bien como es difícil experimentalmente medir las 
concentraciones individuales de cada especie definimos r como la 
fracción de Anticuerpos pegados (13, 14, 231: 

r = Concentración de Anticuerpos unidos / Concentración de Anticuerpos totales 

r = [AP]/[At] 

Dado que el número de moles P pegado es igual al número de 
moles de APl más dos veces el número de moles de AP2, etc. tenemos 
que: 

[AP] = [AP1] + 2[AP2] + 3[AP3] + ... + n[APn]. 
Además [At] =[A]+ [AP1] + [AP2] + [AP3] + ... + [APn] 

por lo tanto : 

r = [AP1]+2[AP2]+3[AP3]+ ... +n[APn] / ([A]+[AP1]+[AP2]+[AP3]+ ... +[APn]) 

Remplazando las ecuaciones 1-1 : 

r = kt[A][P] + 2k1k2[Al[P]2 +n(k1k2 ... kn)[A][P]n / ([A]+ k1[Al[P] + k1k2[A][P]2 
+ (k1k2 ... kn)(A][P]n) 

Simplificando por [A] : 

Para un anticuerpo monovalente tenemos : 

r = k(P] / (l+k(P]) 

Podemos observar la variación de r correspondiente al cambio de 
[P] graficando r vs. [P] o r vs. Log [P]. En este tipo de curvas se define 
la constante de asociación como el inverso de la concentración para 
que el 50 % de los sitios esté saturado, es decir cuando r = 0.5 (figura 
3). 
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FIGURA 3 : A. r. vs. [PJ, 8. r vs Log [P) 
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APÉNDICE IV : LISTADO DEL PROGRAMA 

#include <windows.h> 
#include <bwcc.h> 
#include <aUoc.h> 
#include <string.h> 
#include <stdio.h> 
#include <stdlib.h> 
#include <ctype.h> 
#include <_defs.h> 
#include <conio.h> 
#include <math.h> 
double kp, ki, I; 
double Pt, At, ALibre, MinP, MaxP, IntP, al, a2, a3; 
double lt, Logl, Loglt, LogP; 

#pragma argsused 
int PASCAL WinMain ( HINSTANCE hlnstance, HINSTANCE 

hPrevlnstance, LPSTR lpCmdLine, int nCmdShow ) 
( 
_InitEasyWin(); 
char Buffer[133]; 
char NomArchivo[133]; 
printf(" "); 
printf(" KLOTZ 1.5"); 
printf(" "); 
printf(" Simulación de Binding de Anticuerpos anti GM1s "); 
printf("@ CopyRight 1995. Larralde-LAB "); 
printf(" "); 
printf(" Philippe THOMASSIGNY, Bernardo REINA y Tzipe 
GOVEZENSKY "); 
printf(" "); 
printf(" 100 Iteraciones Para el Cálculo de [A] "); 
printf(" Valor Inicial [A] = 1 "); 
printf(" [It] = le-12 M a 1 M. "); 
printf(" "); 
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printf(" Valor de kp: "); 
scanf("%s", Buffer); 
kp = atof(Buffer); 
printf("Valor de ki: "); 
scanf("%s", Buffer); 
kit = atof(Buffer); 
printf(" Concentración del Péptido Total [Pt] : "); 
scanf("%s", Buffer); 
Pt = atof(Buffer); 
printf(" Concentración del Anticuerpo Total [At] : "); 
scanf("%s", Buffer); 
At = atof(Buffer); 
printf(" Archivo de salida: "); 
scanf("%s", NomArchivo); 
FILE*F; 
F = fopen(NomArchivo, "w+"); 
fprintf(F, "kp;ki;[Pt];[At)\n"); 
fprintf(F, "%lg;%lg;%lg;%lg\n" 

,kp, ki, Pt, At); 
fprintf(F,"Log[l];rl;ri;rp; 
Log[lt];r;ri;rp;[AI];[ Al]/ [l);[AI)/ [It];[l];[lt];[A)\ n"); 
int l; 
double rp, ri, lt, I; 
double P, Alibre, LogP, Logl, Loglt, Pe, PI, pT; 
double ALibre; 
lntP = 100.0; 
MinP = le-12; 
MaxP= 1.0; 
for (l=O;l<=IntP;l++) 
( 
It = MinP*exp((Log(MaxP)-Log(MinP))/IntP*(double)l); 
al = -At+Pt+It+(l.O/kp)+(l.O/ki); 
a2 = (It/kp)+(Pt/ki)+(l.O/(kp*ki))-At*((kp+ki)/(kp*ki)); 
a3 = -At/(kp*ki); 
intn; 
ALibre = 1.0; 
for (n=O;n<=IOO;n++) 
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Alibre = ALibre * ((ALibre* ALibre* ALibre + al* ALibre* ALibre + 
a2*ALibre+a3) / (3.0*ALibre*ALibre+2.0*al*ALibre + a2)); 
ALibre = Alibre; 

1 
11 = It/ (1.0+(ki* Alibre)); 
Pl = Pt/(1.0+(kp*Alibre)); 
ri = ki*l/(1.0+kp*P+ki*I); 
rp = kp*P/(1.0+kp*P+kil*I); 
r = ri+rp; 
Pe= ri*At; 
PI= Pe/1; 
pT= Pe/It; 
fprintf(F,%lg;%lg;%lg;%1g;%1g;%lg;%lg;%lg;%1g;%1g;%1g;%lg;%1g;%lg; 
%1g;\n", 

Logl, r, ri, rp, Loglt, r, ri, rp, Pe, PI, Pe, pT, Pe, PI, Alibre); 
printf("%1g;%1g;%1g;%lg;%1g;%1g;%1g;%1g;%1g;%1g;%1g;%lg;%1g;%1g;%1 
g;%1g\n", 

Logl, r, ri, rp, Loglt, r, ri, rp, Pe, PI, Pe, pT, Pe, PI, Alibre); 

1 
fclose(F); 
return O; 
1 
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APÉNDICE V: MÉTODO NEWrON•RAPHSON 

El método de Newton-Raphson es un método numérico que tiene 
como objetivo el encontrar la raíz de cualquier función (siempre y 
cuando esta tenga raíces reales) (21}. Este método consiste en evaluar la 
funciónf(x) y la derivadaf(x) en puntos arbitrarios de x. 

La fórmula de Newton-Raphson consiste geométricamente en 
extender la tangente en un punto X; hasta que cruce cero, 
determínando este punto como el siguiente punto x;+1 para extender la 
siguiente tangente (figura 5). 

Este método es extremadamente poderoso ya que en un número 
pequeño de iteraciones se alcanza el valor de la raíz. 

La fórmula de Newton-Raphson es la siguiente : 

X;+1 = x; - ( f(x;)/f(x;) ) 

y 

xi X 

FIGURA 5 : El método de Newton-Raphson extrapola la derivada local para 
encontrar el siguiente .estimado de la raíz. 
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GLOSARIO 

mA TESIS 118 DEBE 
SALIR DE lJ lllUllECI 
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l. ANTIGENO Molécula capaz de inducir una respuesta 
inmunológica, ya sea celular, humoral o ambas. 

2. ELISA : Acrónimo del inglés E11zi111e Li11ked l1111111moassay. 
3. AFINIDAD : Se considera como una medida termodinámica de la 

fuerza de interacción entre el sitio de unión de una macromolécula 
y un ligando. 

4. SEROPOSITIVIDAD : Un paciente es seropositivo si en el suero se 
encuentran presentes anticuerpos en contra de un agente extraño 
específico. 

5. EsPECIPICIDAD : Un método experimental es específico si no se 
presentan reacciones cruzadas. 

6. SENSIBILIDAD : Un método experimental es sensible si se detectan 
únicamente a los individuos afectados, sin falsos positivos. 

7. LIGANDO : Llamamos ligando a cualquier molécula (generalmente 
de bajo peso molecular) capaz de reaccionar con una 
macromolécula A (en este caso anticuerpo). 

8. SENSIBILIZACIÓN: aquí llamamos sensibilizar una placa de ELISA al 
hecho de adsorber el péptido a la placa por medio de una 
incubación. 

9. RAiZ: Llamamos raíz a la solución de la ecuación/(x) =O. 
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