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RESUMEN



Durante la infeccién por VIH 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 infeccion. 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
disefiamos un método experimental de medicion de la constante de afinidad
promedio asi como la distribucién de las afinidades de los anticuerpos
presentes en sueros de pacientes VIH*. Utilizamos el péptido sintético GM!3
(aa 602-616 de la regi6n transmembranal de gp41) como antigeno e inhibidor
en un ensayo de ELISA en competencia. En forma paralela, analizamos la
ecuaciones de unién para el sistema en competencia y desarrollamos un
programa computacional (utilizando el lenguaje Borland C++ para
Windows) con el objetivo de simular teéricamente el comportamiento de
poblaciones homogéneas de anticuerpos monovalentes.
Los resultados teéricos indican que :
¢ Se debe utilizar concentraciones de anticuerpos totales inferiores a 107 M
ya que en este rango de concentracién Log [I] y Log [It] son lineales.

e Se puede hacer el tratamiento gréfico utilizando la concentracién 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 (k;) debe ser inferior a
la constante por el péptido en solucién (ki).

o Podemos observar diferencias en las curvas de r; entre poblaciones de
anticuerpos con diferente ki,

Los resultados experimentales indican que :
¢ Es posible observar diferencias en en la cinética de inhibicién en sueros de

pacientes VIH*.
o Al estudiar la grifica de Ar; podemos analizar la heterogeneidad y la
distribucién de las afinidades de las poblaciones de anticuerpos presentes.

En lo que respecta al modelo tedrico convendria extender su
desarrollo hacia poblaciones heterogéneas, bivalentes de anticuerpos para
entonces realizar simulaciones mas realistas.

La metodologia desarrollada al ser aplicada al estudio de cohortes de
sueros de pacientes VIH* podria ayudarnos a comprender como es que el
VIH lleva acabo la lesién clonal y evade al sistema inmune Ademds podria
ser una herramienta de gran utilidad médica si existe alguna relacién entre
la constante de afinidad promedio, la distribucién de afinidades de los
anticuerpos presentes en el suero de pacientes y el estadio clinico del
paciente.



INTRODUCCION



La célula como entidad principal de un organismo multicelular
necesita estar en contacto con el medio que la rodea asi 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 intercomunicacién
molecular con otras células de una complejidad asombrosa y
apasionante. Esta es mediada por una amplia variedad de
interacciones moleculares, como por ejemplo las sefiales transmitidas
por hormonas, neurotransmisores, citocinas, etc.

Un organismo vertebrado es capaz de defenderse en contra de
organismos y substancias extrafias 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 antigenos | 1 I ! extrafios al organismo.

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

Se han desarrollado métodos diagnéstico que consisten en buscar
la presencia de anticuerpos en contra de antigenos relevantes mediante
ensayos inmunoenzimaticos como el ELISA ?2 |, teniendo aplicaciones
tanto de diagnostico como epidemiolégicas. Este tipo de ensayos
puede medir entonces la intensidad de la respuesta humoral, midiendo
el mimero de anticuerpos especificos que se han generado a raiz de un
estimulo antigénico.

Podemos entonces conocer la intensidad de la respuesta inmune
humoral, pero ;Podemos saber que tan eficaz es ésta? Un parametro
apropiado para conocer la eficacia de la respuesta, es la medicion de la
constante de afinidad |3| promedio y la distribucién de afinidades de
fos anticuerpos, en contra de un antigeno o un epitope relevante,
presentes en el suero del paciente. Este es un punto de importancia
fundamental que podria esclarecer muchos de los aspectos que atin no
comprendemos en muchas de las enfermedades y que podria abrir el
camino hacia el disefio de vacunas.

1 Las palabras indicadas por estn notacion se encuentran en el glosario.



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 parametro 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 inmunoenzimético por
ELISA {1}2 para detectar a pacientes seroposiﬁvos|4|, utilizando un
péptido sintético, Hamado GMis|| 1|2, Este péptido forma parte de la
glicoproteina de membrana gp4l del virus de inmunodeficiencia
Humana 1 (VIH-1). Este ensayo es capaz de detectar con gran eficiencia
la mayoria de los individuos seropositivos, teniendo una especificidad
|5] de 100 % y una sensibilidad |6} de 94 %.

La medicion de constantes de afinidad no es un proceso evidente
ni directo, el cual involucra métodos experimentales muy minuciosos
como el de Diilisis en Equilibrio, Apagamiento de Fluorescencia,
Métodos de precipitacion y ultracentrifugacion, 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 antigeno o ligando 17! en
solucién y el ligando adsorbido en una superficie sélida, generando
curvas de inhibicion a partir de las cuales podemos alcanzar una
medida de la constante de afinidad promedio de los anticuerpos
especificos en contra de GMis presentes en el suero, asi como una
descripcion de las poblaciones de anticuerpos presentes en el suero.

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

dicad

2 Las Referencias estan i con esta
3 Los apéndices estin indicados con esta notacion.




tedricamente la interaccion antigeno anticuerpo en el contexto del
ensayo de Competencia en ELISA.

Asi pues, midiendo la constante de afinidad promedio de los
anticuerpos anti VIH-1, presentes en sueros de pacientes con SIDA,
podriamos establecer un pardmetro de comparacion entre pacientes y
correlacionarlos con el estadio clinico.

Este método seria entonces una herramienta de gran utilidad
médica en lo que respecta a su apiicacion prdctica. Si llegara a existir
alguna relacion entre la afinidad promedio de un sucro y el estadio
clinico del paciente, se podria disefiar un tratamiento adecuado
dependiendo de la etapa de la enfermedad en la se encuentre el
paciente.

Se ha observado que durante la infeccion por el VIH, se presenta
una disminucién importante de los linfocitos CD4*, causando una
deplecion en la respuesta inmune de tipo celular y aumentando
paralelamente la respuesta humoral, mediada por anticuerpos. La
respuesta inmune podria estar siendo estimulada diferencialmente por
el virus. Es decir que algunas clonas de linfocitos B podrian proliferar y
diferenciarse mas rapidamente que otras. Esta estimulacién diferencial
probablemente se ve reflejada en la heterogeneidad de las poblaciones
de anticuerpos presentes en un suero y en la disribucion de sus
afinidades.

Asi pues la metodologia aqui presentada podria ayudarnos a
dilucidar el progreso de la infeccion en cuanto al procedimiento de
lesiobn o activacién clonal diferencial debida a la actividad
inmunosupresora del VIH.

El estudio de la distribucion de las afinidades a lo largo de la
infeccion es importante para determinar si la eliminacién de clonas de
linfocitos B es aleatoria o si esta es dirigida por el virus. De ser dirigida
la eliminacion de clonas de linfocitos B, seria posible abrir el camino
hacia el disefio de una vacuna en contra del VIH utilizando como
estrategia la induccion especifica de clonas de linfocitos B capaces de
generar anticuerpos de alta afinidad.



DESARROLLO DEL MODELO EXPERIMENTAL



ELISA EN COMPETENCIA

El ensayo consiste en la competencia entre el péptido sintético
GMi;s adsorbido en una superficie sélida y el péptido en solucién a
diferentes concentraciones por los anticuerpos especificos en contra de
GMis presentes en el suero de pacientes HIV* (figura 1). De este
experimento se generan curvas de inhibicion para cada suero al
graficar Asorbancia (D.O.) vs. Concentracién de inhibidor total [It]

(figura 2).

-— H,

FIGURA 1 : Esquema del ensayo de ELISA en Competencia : A. Sensibilizacién de
la placa con GMs, B. Lavado, C. Adicién de GMis en solucién en diferentes
concentraciones, D. Adicién del suero (1:200), E. Lavado, F. Adicién del segundo
anticuerpo, G. Adicion del substrato, H. Lectura en espectrofotémetro a 405 nm

ey



TRATAMIENTO DE LOS DATOS

En este caso consideramos que la densidad 6ptica cuando [It] =0
(Ao) es la cantidad de anticuerpos totales unidos al péptido adsorbido
en la placa. Ai=[AP]ies la cantidad de anticuerpos unidos a la placa en
el punto [It}i y Ao-A; = [Al];: es la cantidad de anticuerpos unidos al
inhibidor en el punto [It]: (figura 2).

Definimos entonces :

.« 1p=Ai/A.=[AP]/A.
. 1= (Ac-A)/ Ao = [All/ Ao

Podemos entonces graficar :

e 1 vs. Log [It] )| I
e Arivs. Log [It] {33}

AbtsDO)
S

Ao=|APjmaz

Ao-Al=[Al)i

Ai=[AP}

0y
FIGURA 2 : Interpretacion de la curva de inhibicién de un suero.



DESARROLLO DEL MODELO TEORICO



La formalizacion matemitica de este fenémeno de interacciéon
macromolécula ligando se basa en la ley de accion de masas y puede
ser descrita en forma general :

A1+ P o AP
Az + P & AP

An+ P AP

Donde A, 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 asociacion :

k1= [A1P] / [A1][P] ; [A1P] = Kke[A4][P]
ka2 = [A2P] / [A2P][P] ; [A2P] = ka[ A2P][P]

Kn = [AxP] / [AnaPI[P] ; [AxP] = ke[ An1PI[P]

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

r = AP/ Ao = Moles de P pegadas a A / Moles totales de proteina.

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

r = ([AP1]+2[AP;]+...+n[AP,))/ ([A]J+[AP1]+2[AP2)+...+n[AP.])
r = (kP 2kikaf PR+ 4n(Kike.. ko) [PI?)/ (1+ki [P 2kikaf PI+...4n(kike... k) [ PT)
En el caso de anticuerl;bs" monovalentes tenemos que :

o ‘ rr=’ [AP)/[A)+[AP] = ki[P) / (1+k:[P])



Ahora en el caso de competencia tenemos dos reacciones
simultaneas:

A+PSAP y A+le Al

Donde P es el péptido sintético GMis adsorbido en la placa e I es
el Péptido sintético GM1s en solucion y que cumple con la funcién del
competidor o inhibidor.

Para cada una de estas reacciones definimos la constante de asociacion:
kp = [AP]/ [AllP] y ki=[Al}/ [AllT)
Asi mismo definimos r, ;y rp {24}:

r=([AI] + [AP]) / ([A] + [AT] + [AP])
r = (k[T[A] + k[P][A]) / (1 + K{T][A] + kp[P][A])

i = [AT] / ([A] + [AT] + [AP))
ri = k{I][A] / ([A] + K{L[A] + k,[P][A])

rp = [AP] / ([A] + [AI] + [AP])
rp = Kp[PI[A] / (1 + K{II[A] + kp[P][A])

Donde r es la fraccion de anticuerpos pegados ya al péptido en
solucion I y al péptido adsorbido en la placa P. i es la fraccion de
anticuerpos pegados al inhibidor (o despegados del péptido adsorbido
en la placa) y rp es la fraccion de anticuerpos pegados al péptido
adsorbido en la placa.

Estudiemos ahora los limites de r; y rp considerando a [It] como
la variable.

¢ 1, 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 =0 cuando {It] - .

e r; 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] - .



En el modelo de klotz, r, rp y 1; estdn expresados en funcion de
[P], de [I] y de [A], concentraciones cuya determinacion experimental
no es trivial y cuya forma de variacion desconocemos.

Con el objetivo de simular correctamente las variaciones de r, r
y ti y poder disefiar 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 concentracion del péptido adsorbido en la placa
libre [P] y la concentracion de inhibidor libre en solucion [I} en funcion
de concentraciones totales.



DETERMINACION DE [A), [P] E[I]
En todo momento del equilibrio tenemos :

[At] = [AI] + [AP] + [A]
Sustituyendo [AI] = ki[A]{I] y [AP] = kp{P)[A]
(At] = K[A](I] + kp[P][A] + [A] §)]

[Pt] = [AP] + [P]
Substituyendo [AP] = ku[P][A]
[Pt] = kp[P][A] + [P] = [P}(1+ks[A])
Despejando [P)
[P]=[Pt] / (1+ki[A]) @

[t} = [AL)+[T]
Substituyendo [AI] = k{I][A)
(1] = k{I[A] + [I] = [[}1+k{A))
Despejando {1}
1 = [1q] / (A+k[A])
@
Remplazando las ecuaciones (2) y (3) en la ecuacién (1) :
{A] = Kk{A]{lt] / 1+k{AD) + kp[A][Pt] / (1+kp[A]) + [A]
Multiplicando por (1+k,{A])(1+k[A]) = 1+k[A]+kp[A]+kik [A]2 :

[At)(1+ki[AJ+kp[A]+kik[AR)=ki[ A][It](1+kp[A]) +kp[ A][PH(1+ K A +[A]) (1 +k;
[A]+ kp[A)+kiks[A])

Desarrollando :

kik[A[APR+[Atl(kitkp)[A]+[At]=  kikp[PLI[A]+ kp[PH[A] + kik[It][A]+
K[I[A]+ kikp[AP+[A]? (kp+ki)+[A]

Factorizando [A] y [A]?:

kikp[ AP+ (kikp[I6]+ kikp[Pt]+kp+kikikp [ At [A]24(1+ ko [PL]+k [It]-
(At](ki+kp)[A)-[At]=0



Dividiendo por kik; :

[APH[I)+[PY-[A+1/ki+1/ kY[ AL+ ([P / ki H{I1G / k[ At](kp+ki) / (kpki)
+1/kpki)[Al-[At]/kik, =0 @

Finalmente obtenemos una ecuacién de tercer grado para la
variable [A] de la forma [A]3 + a1 [A]? + az] A] + a3 = 0, donde:

o ai=[It] + [Pt] - [At] + 1/ki +1/kp
e az=[Pt]/ki+ [1t]/kp - [At](kp+ki)/ (kpki) + 1/ kpki
e as=-[At]/kikp

Si resolvemos esta ecuacion (verificando que tenga dos raices
|10| complejas y una real positiva o bien tres raices reales de las
cuales dos sean negativas y una sea positiva) y tomamos la tnica raiz
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, 1, y 1 en el equilibrio correspondiente a las
concentraciones de [At], [Pt], [It].

En el modelo de competencia la concentracion de Anticuerpos
totales [At], de péptido total adsorbido en la placa [Pt] son constantes.
La variable para la simulacién es la concentracién de inhibidor total
[It], con la cual se construye la curva de inhibicién de los anticuerpos,
calculando r, r; y 1, para cada concentracion de [It].



PROGRAMA COMPUTACIONAL



El objetivo del programa es el de simular la competencia de los
dos ligandos P e I por los anticuerpos dirigidos contra GM1s5 en el
ensayo de ELISA por competencia (ver Desarrollo del Modelo
Experimental), asi como de generar curvas en las cuales podamos
calcular el valor de la constante de afinidad.

El programa calcula los valores de [A], [1], [P], [Al], [AP), 1, 1;, 1p,
[ALl/{1], [AL)/(1t], [APV/[1). [AP}/[Itf] y genera un archivo con
informacién que puede ser leido y manipulado utilizando una hoja de
cilculo de Excel 4.0 para Windows con el fin de crear las curvas de
analisis : Graficas de Klotz y de Scatchard.

El programa se desarroll6 en el lenguaje Borland C++ 3.1 para
Windows [ IV} {15, 16, 17, 18, 19, 20}y consiste en los siguientes
puntos :

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

e kp para el Modelo de No Competencia.
¢ k; y ki 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 102y 1 M.

5. Para cada valor de [It]:

a) Calcula los coeficientes a1, az, a3 del polinomio de [A].

b) Encuentra la raiz positiva de este polinomio en 100 iteraciones,
utilizando el método de Newton-Raphson ||V| y se asegura
que sélo exista una raiz positiva.

Calcula el valor de :
1], [P), Log [T}, Log [P), Log[1t], [A}, [AI], [APY, [ALl/{I], [AD/{It], £, iy

1p para el modelo de competencia con un sélo sitio de interaccion.



DIAGRAMA DE FLUJO

| Introduccion de los valores de kp y K. |

| Introduccién de los valores de [Af] y [P1].. |

Cilculo de 100 puntos de [It]
en el intervalo 10" <[Tij< 10°

Para cada punto de (1] : l———;

Cilculo de los coeficientes del polinomio de [A)

|

Determinacion de la raiz del pelinomio de [A]
por el método de Newton-Raphson I X 100 veces l
en 100 iteraciones,

[ cateuto de m y (P} |

iiélculo den,r; yl',.ll




DIAGRAMA DE FLUJO

| Introduccion de los valores de kp y ki. ]

| Introduccién de los valores de [At] y [Pt] ]

Cilculo de 100 puntos de {It)
en el intervalo 10° <[It}< 10°

l?arn cada punto de [I¢] : }——o .

Cilculo de los coeficientes del polinomio de {A)

1

Determinacion de la raiz del polinomio de [A]
por el método de Newton-Raphson I x 100 veces
en 100 {teraciones.

| Caélcule de [I] ¥ [PTI

l Calculoder, r; y ,.T.l[




RESULTADOS



SIMULACIONES TEORICAS

20



MODELO DE NO COMPETENCIA

A+P < AP
En el equilibrio tenemos :

k=[AP]/ [A][P]
En el modelo de Klotz || II|| definimos r, como :

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

En el modelo de Scatchard ||IH|| tenemos que :
[AP)/[P]=k [Ac] - k [AP]
EFECTO DE LA CONCENTRACION DE [AT]

) Una de las limitaciones del tratamiento del modelo de Klotz es
‘que uno debe poder medir experimentalmente la concentracion del
ligando libre [P). Esto no siempre es posible y una alternativa muy util
seria poder hacer el tratamiento grifico remplazando [P] por [Pt] ya
que esta es la concentracién conocida. En un intento por analizar la
variacion de [P] y [Pt] realizamos una familia de curvas teodricas
calculando tanto [P] (grafica 1) como rp, (gréfica 2) para 100 puntos del
intervalo de concentracion 1012 M< [Pt] < 1 M, para varias
concentraciones de [At].

En la gréfica 1 podemos observar que Log[P] y Log [Pt] tienden a
ser directamente proporcionales al estar en condiciones de
concentracién de [At] < 107 y por lo tanto en la gréfica 2 observamos
coémo la curva de rp vs. Log [Pt] se aproxima a la curva de rp vs. Log [P]
cuando [At] €107,
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; Log [Pt]
GRAFICA1: Efecto de In concentracion dé [At] sobre Log [P] vs, Log [Pt].
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GRAFICA 2: Efecto de [At] al graficar rp vs. Log [PH] (k, = 109). ‘
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VARIACION DE1p

En las grificas 1, y 2 podemos observar que la concentraciéon de
Anticuerpos totales [At] es un parimetro que se debe utilizar en
condiciones bajas ([At] < 107) ya que en condiciones de alta
concentracion en el trazo de Klotz, Log [Pt] para rp = 0.5 es diferente a
Log [P] para r, = 0.5 y refleja la concentracion del anticuerpo [At] més
no la constante de afinidad.

Estas dos graficas nos demuestran teéricamente que es posible
tratar los datos generados experimentalmente con [Pt] siempre y
cuando el experimento sea realizado en condiciones de concentracion
de [At] <107

23



MODELO DE COMPETENCIA

A+P < AP A+l < Al
En el equilibrio tenemos :
kp = [AP] / [A][P]ki=[AT} / [A] (1]
En el modelo de Klotz definimos r, como :

p = [AP] / ([A] + [AP] + [AI])
1p = kp [P)[A] / ([A] + ke[P][A] + Ki[T)[A))

y ricomo :

r = [Al} / ([A] + [AP] + [AD})
ri =k [I][A] / ([A] + kp[PI[A] + KilI][A])

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE [At]

Por medio de una demostracion andloga a la del modelo de no
competencia podemos demostrar que Log [It}] es directamente
proporcional a Log [I} para concentraciones de anticuerpo total [At]
inferiores a 107 M ( grafica 3).

De la misma manera se demuestra que en este modelo de
competencia la concentracion de [At] también es un factor que influye
en la extrapolacion de la curva de Klotz para inferir la medida de la
afinidad relativa y debe ser utilizado en concentraciones menores de
107 y se justifica nuevamente la utilizacién de [It] en vez de [I) (grafica
3).
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE [Pt]

Podemos observar que la concentracién 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 (r, =0, ri =1).

Al aumentar la concentracion de [Pt), el sistema comienza a ser
realmente competido. Progresivamente el valor de r tiende a uno y es
igual a uno cuando [Pt] > 104 M (grafica 5).

Una molécula adsorbida en una superficie ocupa un volumen
muy pequeiio (casi despreciable) {22} por lo que experimentalmente
podemos esperar una alta concentracion de [Pt].
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GRAFICA 5 : Efecto de [ Pt] en el snstema de competencia : A, r vs Log [I), [Pt] = 101
B.rvsLog[l], Py = . 2Crs Log {1}, [Pt} =10¢ D. rvs Log (1], [Pt] = 104
([At] = 10° k,. = 10‘ k‘ . »0“) E
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EFECTO DE LA DIFERENCIA ENTRE k; y ki.

Esta serie de experimentos se realiz6 en condiciones de
competencia ([Pt] = 104) y en condiciones de linearidad de Log [It] y
Log [1] ([At] = 108).

o kp>ki
Al analizar las curvas generadas en el caso de kp > ki en un
factor de 10!, 102 y 10° podemos observar que el punto r, = r; se

desplaza hacia la derecha cuando la diferencia de k; con ki aumenta
(grafica 6).

101 o kp = le? o
..
e kp leB . o

N
1eD
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0.0 ; ; J
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Log [1t]

GRAFICA6: v; vs, Log [It] (ki =105, kp =107, kp =108y kp = 10%). La curva der se
desplaza hacia la derecha cuando aumenta kp. I

|
1
0
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. kp<ki

De una manera analoga analizamos las curvas generadas en el
caso de kp < ki en un factor de 10!, 10? y 1(°. Podemos observar que el
punto rp = r; se desplaza a la izquierda cuando la diferencia de k;con kp
aumenta (grafica 7).
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GRAFICA 7 : 1, vs. Log [It] (kp = 10% ki = 107, ki = 10° y ki=10°) La curva de rise-
desplaza hacia la izquierda cuando aumenta ki. .~ - B RS T
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o kp=ki

Asf mismo analizamos las curvas generadas en el caso en que k;
= k; para varios valores : 106, 107 y 10* mo}! (grafica 8). Podemos
observar que el punto r, = ri siempre corresponde a la abscisa [It) =
Log (104) = -4, independientemente del valor de k; = ki.

Realizamos entonces simulaciones con diferentes valores de [Pt],
conservando la condicién kp, = ki (grafica 9) y encontramos que la
concentracién de [It] para el punto el punto r, = ri (en el caso de kp = ki)
corresponde a la concentracion [Pt]. Es decir que [Pt] = [It].

1.0+

k. 107 Podemos
observar que las curvas se encuentran super uestas y q ve el punto
[tt)(rp=r) = -4 = Log(10%) = Log [Pt] o
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GRAFICA9: 1;vs, Log [It] en condiciones de kp = ki. Observamos que el punto
[It)(rp = r)) = Log [Pt].

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

En el modelo de klotz se puede determinar la constante de
afinidad a partir de la extrapolacién de la concentraciéon de ligando
libre correspondiente al punto en que el 50 % de los sitios estan
ocupados || I, éste corresponde al punto en que r; = 1.

Tp ¥ tiestan definidos como : (ver Desarrollo del Modelo Teérico)

ri= rp implica que :
kifl] = kg[P]
Remplazando las ecuaciones 2y 3 :

killt) / (1 + ki{A]) = kp[Pt] / (1 + ki[AD
Multiplicando por (1 + kp[A])/ki{lt] :
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[1t] = [Pt] kp/ki* (1 + K[AD/(1 + k:{A])

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

Este resultado implica que no podemos realizar la medicion de la
constante de afinidad del anticuerpo por el péptido en solucién (ki)
independientemente de kp y por lo tanto la consante de afinidad
relativa establece un pariametro de comparacién entre sueros.

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

e kp es inferior a ki por cambios conformacionales debidos a la
adsorcion.

e El aumento de la concentracion 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 teéricamente suponemos que la constante de afinidad kp
por el péptido adsorbido es menor que ki, podemos entonces estudiar
el comportamiento de anticuerpos que difieren en ki y generar
entonces curvas como en la grifica 6 en la que podemos observar
diferentes patrones de inhibicion causadas por las diferencias en
afinidad por el péptido en solucion.
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EXPERIMENTOS DE INHIBICION CON
SUEROS DE PACIENTES VIH*
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Todos los experimentos fueron realizados utilizando la misma
dilucién para todos los sueros ( 1:200). Las lecturas de absorbancia en
ELISA (D.O.) fueron después normalizadas a uno para minimizar los
efectos de las diferencias de concentracion total de anticuerpos
especificos en contra de GM15 entre sueros, considerando la lectura
mas alta (generalmente en ausencia del inhibidor) como 1y calculando
ricomo 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 solucién. Como
podemos observar en la gréfica 10, al competir con concentraciones de
hasta 10 M no logramos despegar los anticuerpos unidos a la placa.

Este experimento apoya la suposicion de que la alta
concentracion del péptido adsorbido en la placa desplaza el equilibrio
hacia P y secuestra los anticuerpos especificos en contra de GMis con al
menos un sitio libre, permitiéndonos medir la totalidad de los
anticuerpos no unidos al inhibidor.

1o 1969

1307
1104
1236
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Log [} : : i

GRAFICA 10 : v, vs. Log [It] Los anticuerpos unidos a la placa no son desplazados
hacia Ia solucién atin con altas concentraciones de [lt] .,: LA i
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EXPERIMENTOS DE INHIBICION

Se realizaron experimentos de inhibicion para 7 sueros de
pacientes HIV* 4 y 5 sueros negativos verificados por ELISA y Western
Blot. Las curvas de saturacion (ri vs. Log [It]) fueron trazadas haciendo
un ajuste manual (eye-fitting), evitando caidas en las curvas de r; ya
que estas son curvas de frecuencias acumuladas. Posteriormente se
trazaron curvas de Ar: para cada suero para analizar la distribucién de
las afinidades en cada muestra.

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

e Una poblacion de sueros con una cinética sigmoidal tipica
(sueros 1250, 1104, 1130 y 1202)

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

e Una poblacion 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 més lineal que sigmoidal en donde el punto de inflexién
no es tan evidente.

' Los sucros de pacientes con SIDA fueron amablemente donados por la Dra, Carmen Soler del |
CONASIDA.
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GRAFICA 11 : Curvas de rivs, Log [It] des sueros de pacientes con SIDA :-
A. Familia Slgmmdal : B Famxha no Sigmoidal.
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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 ri vs. Log [It] distinguimos entre
dos familias de sueros. Ahora el estudio de Ari vs Log [It] nos permite
distinguir entre tres familias de sueros :

e Una familia de sueros con una poblacion mayoritaria de afinidades
cercana a 105, presentando diferencias tanto en la amplitud y la
altura del pico (graficas 12, 13, 14 y 15).

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

e Un suero con varias poblaciones cubriendo un gran rango de
afinidades, con una distribucién uniforme (grifica 18).

El estudio de la curva de i vs. Log [It] nos permite medir la
constante de afinidad promedio de los anticuerpos presentes en el
suero. El estudio de Ari vs Log [It] nos permite analizar la
heterogeneidad de la poblacion y su distribucién. Asi podemos
distinguir entre sueros no solo por su afinidad promedio sino tambien
por la distribucién de las afinidades (tabla 1).

Proporcion k
Suero k; Niuimero de | Poblacién1| Poblacién2 | Poblacién | Poblacion
Poblaciones (%) (%) 1 2
1250 | 2.88x10¢ 1 100 0 2.23x108 -
1104 [ 1.00x108 1 100 0 1.00x108 -
1176 | 4.39x107 2 56 44 9.12x10° 106
1350 | 3.72x107 2 42 58 >101 | 1.90x107
1123 | 3.16x10¢ 2 70 30 5.60x10¢ | 3.16x10°
1130 | 1.50x106 1 100 0 4.36x10° -
1202 | 1.77x10¢ 1 100 0 1.00x10¢ -

TABLA 1 : Relaciéon de constantes de afinidad promedio y heterogeneidad y
proporcion de las poblaciones para cada suero.
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GRAFICA 12 : Suero 1250 : A. Curvarivs. Log [It]. - B. Arivs, Log|[It].
Observamos una curva sigmoide casi perfecta (A.), por lo tanto este suero presenta
una poblacién mayoritaria de anticuerpos con afinidad de 2.23x10¢(B.).
Observamos también algunos accidentes en la curva que podrian indicar la
presencia de poblaciones pequefias de anticuerpos de afinidad mayor.
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GRAFICA 13 : Suero 1104 : A. Curva ri vs. Log [It]. B. Ar; vs. Log [IT].

En A. observamos que presenta una cinética de saturacién sigmoidal cldsica,
indicando la presencia de una sola poblacién de anticuerpos,.con afinidad del
6rden de 106 como se puede observar en B.
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GRAFICA 14 : Suero 1130 : A. Curva ri vs. Log {It]. B. Ari vs. Log [It].
Observamos que presenta una sola poblacién de anticuerpos con afinidad del
6rden de 4.36x105 No es una distribucién normal, el pico esti acostado hacia la
derecha.
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GRAFICA 15 : Suero 1202 : A, Curva rivs. Log [It]. B. Ar; vs. Log [It].

Este suero presenta una poblacién mayoritaria de anticuerpos con afinidad de 10.
Observamos también algunos accidentes en la curva B. que podrian indicar la
presencia de poblaciones pequefias de anticuerpos de afinidad mayor.
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GRAFICA 16 : Suero 1176 : A. Curva ri vs. Log [It]. B. Arivs. Log [It].
En A. podemos observar que la curva presenta una regién 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 poblacién de alta
afinidad (9.12x10°) y una poblacién de menor afinidad del érden de 10s.
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GRAFICA 17 : Suero 1350 : A. Curva ri vs. Log [It]. B. Ari vs. Log {It].

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 poblacién
con afinidad del 6rden de 1.9x10%.
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GRAFICA 18 : Suero 1123 : A, Curva ri vs. Log [It].

B. Arivs. Log [It].

En A. observamos que la curva en su totalidad es casi lineal. En A. confirmamos
que este suero presenta una alta heterogeneidad en las afinidades como en su
distribucién (uniforme).
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DISCUSION
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El modelo experimental y las consideraciones tedricas aqui
propuestas demuestran que :

o Se deben utilizar concentraciones de anticuerpos bajas, del 6rden de
107 M para realmente poder distinguir entre concentracién y
afinidad ya que al graficar contra [It] las curvas de saturacion
reflejan la concentracion del anticuerpo y no la constante de
afinidad.

o Para establecer el sistema de competencia se debe saturar la placa.
Esto implicaria que la alta concentracién de antigeno en la placa
secuestra a cualquier anticuerpo en solucién con sitios libres, sin
importar la constante de afinidad.

e Al asumir la suposicion 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 ky<k; observamos
que la curva de r; vs. Log [It] se desplaza hacia la izquierda para
valores mayores de ki. Esta medicién no refleja un valor real de la
constante de afinidad. Sin embargo es un parimetro de comparacién
entre poblaciones de anticuerpos con diferentes afinidades.

¢ Al normalizar a 1 las lecturas en ELISA minimizamos el efecto de la
concentracion y podemos comparar las curvas de inhibicion o
saturacion de los anticuerpos y observar diferencias en afinidad.
Ademas podemos graficar r; vs. Log [It] sin necesidad de conocer la
concentracion total de anticuerpos y por lo tanto podemos utilizar
sueros con poblaciones heterogeneas en afinidad.

¢ Al estudiar la grafica de Ar; podemos analizar la heterogeneidad de
las poblaciones de anticuerpos presentes.

e Los resultados experimentales nos muestran que este método es
capaz de distinguir poblaciones con diferentes afinidades promedio
y cinéticas de inhibicién. Podemos observar que el método es capaz
de distinguir al menos dos familias de cinéticas de inhibicion
diferentes asi como distribuciones de afinidad diferentes, marcando
la diferencia entre sueros con una, dos o varias poblaciones de
anticuerpos.
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¢ El modelo tedrico aqui presentado no considera las interacciones
causadas por la bivalencia de los anticuerpos ni la heterogeneidad
de la poblacién. Un segundo modelo podria entonces ser diseiiado
tomando en cuenta estas variables y podria contribuir al
esclarecimiento de estos comportamientos diferenciales en las curvas
de saturacion.

Este método de medicion 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 reciproco de la
concentracién necesaria para saturar al 50% como la constante de
afinidad. El tratamiento teérico de este ensayo se basa en la suposicion
de que la concentracion de anticuerpo libre es cero. Esta suposicion
infringe gravemente la definicion de la constante de afinidad y la
dispara al infinito (al dividir por cero). Ademds como discuten
Goldberg et al. {5} este método es inadecuado para medir la constante
de afinidad ya que al adsorber el antigeno a la placa se modifican sus
caracteristicas fisicoquimicas que perturban la interaccién antigeno
anticuerpo y por lo tanto modifican la afinidad.

La siguiente estrategia disefiada es la propuesta por Friguet et al.
{7} y que consiste en hacer reaccionar una concentracion fija
(conocida) de un anticuerpo con concentraciones crecientes de
antigeno en solucion. Al llegar al equilibrio se toma una alicuota de
esta reaccion y se determina la concentracion de anticuerpos libres y
unidos al antigeno por medio de un ensayo indirecto de ELISA. En este
ensayo, se debe conocer la concentracién total de los anticuerpos
especificos utilizados y deben ser anticuerpos monoclonales o
purificados y por lo tanto su aplicacion al estudio de sueros queda
limitada. Los autores se basan en la suposicion de no rompimiento del
equilibrio al tomar alicutotas pequeiias de la mezcla de reaccion.
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Una tercera estrategia fué diseiiada por Nieto et al. {11}. Esta
consiste en hacer competir el anticuerpo entre un antigeno adsorbido a
la placa y un antigeno en solucién. Intuitivamente Nieto et al.
proponen que la constante de afinidad medida en el 50 % de fijaci6n
representa una medida de la afinidad relativa de los anticuepos
(purificados por medio de una columna dc afinidad). Ellos proponen
intuitivamente que la constante de afinidad relativa medida por este
ensayo es un cociente entre las afinidades por el antigeno adsorbido
(kp) y el antigeno en solucién (ki), donde kp<kiy tiene un valor nico
para todos los anticuerpos. Enseguida Nieto et al. proponen que al
sensibilizar la placa con diferentes concentraciones de antigeno
(inferiores al valor de saturaciéon) pueden distinguir la heterogeneidad
de las afinidades lo cual patreciera un artefacto de acuerdo al modelo
tedrico aqui desarrollado.

La aplicacion 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 GMis y analizar si
existen diferencias en afinidad dependiendo del estadio clinico del
paciente, relacionando tanto la heterogeneidad de la poblacién como el
valor de la constante de afinidad promedio.

Este estudio de afinidades se podria integrar como una variable
mas en el analisis de imdgenes del patrén de bandas en el western blot
y analizar los niveles de correlacién existentes con el estadio clinico del
paciente, grupos de riesgo, etc.

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

El modelo tedrico aqui propuesto se debe extender hacia la
bivalencia de los anticuerpos y la heterogeneidad. De esta manera
podriamos simular los efectos causados por la interaccién entre sitios y
la presencia de varias poblaciones {33}.
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El andlisis de afinidades aquf 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,
parésitos e inclusive enfermedades autoinmunes ya que presenta la
ventaja de ser una metodologia , econémica en relacion a otros
métodos de medicion de constantes de afinidad.
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APENDICE I : PEPTIDO SINTETICO GMis

El péptido sintético GMis forma parte de la region
transmembranal de la glicoproteina de membrana GP41 del virus de
inmunodeficiencia humana VIH-1(1, 28, 29, 30, 31, 32} y se encuentra
localizado entre el amino4cido 602 y 616.

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

-lle-Trp-Gly-Cys*-Ser-Gly-Lys-Leu-Ile-Cys*-Thr-Thr-Ala-Val-Pro-
* Puente disulfuro.
Esta region fue escogida para sintetizar el péptido ya que es una

region altamente conservada, que en la literatura se ha reportado como
un epitope altamente inmunogénico.
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APENDICE II : ENSAYO INMUNOENZIMATICO

1. Sensibilizacion |8| de la placa con 100 pl de una solucion de
GMis (1.5 mg/ml) en buffer de Carbonatos (pH = 9.6) durante
1ha37°C.

2. Lavados con PBS-Tween al 0.3 %.

3. Adicion de una solucion de GMis en concentraciones
decrecientes para cada pozo desde 10 hasta 10-12 M.

4. Adicién inmediata de los sueros en dilucién 1:200 en PBS-
Tween 0.3% con BSA al 1 %.

5. Incubacién a 37° C durante 30 min.

6. Lavados con PBS-Tween al 0.3 %.

7. Adicién del segundo anticuerpo a-IgG humana conjugado a
Fosfatasa Alcalina en diluciéon 1:2000 en PBS-Tween 0.3 % con
BSA al1%.

8. Incubacién a 37° C durante 30 min.

9. Adicién de 100 pl de solucién del substrato (Paranitrofenil-
fosfato s6dico) 1 mg/ml en Buffer de Dietanolamina

10.Incubacién a 37° C durante 30 min.

11.Paro de la reacciéon con 50 ul de NaOH 2N.

12 Lectura en espectrofotémetro a 405 nm.
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APENDICE III : MODELO DE ADSORCION DE KLOTZ

Sea A una macromolécula con n sitios de interaccion idénticos e
independientes que reacciona con un ligando monovalente P para
formar el complejo AP, Esta relacion podemos expresarla como

{13, 23} :
A +nP & APa
o en forma secuencial como :
A+P o APy

APy + P& AP
AP, + P < APs

APn1+ P &> APn

Para cada una de estas reacciones podemos definir la constante

de asociacion kn :
ki = [AP1}/[A][P]
k2 = [AP2]/[AP1][P)
ks = [AP3]/[AP}[P]

ko = [APn)/[APna]{P]
Para cada una de estas ecuaciones podemos escribir :

[AP1] = ki[A][P]
[AP2] = k2 [AP1][P] = kik2{A][P]

[APq) = k..[AP.,][l;] = (kika...kn)[A][P]"

(1)
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Ahora bien como es dificil experimentalmente medir 1las
concentraciones individuales de cada especie definimos r como la
fraccién de Anticuerpos pegados {13, 14, 23}:

r = Concentracién de Anticuerpos unidos / Concentracion de Anticuerpos totales
r= [AP]/[At]

Dado que el nimero de moles P pegado es igual al nimero de
moles de AP1 mas dos veces el niimero de moles de AP2, etc. tenemos
que:

[AP] = [AP1] + 2[APZ] + 3[APs] + ... + n[APs).
Ademas [At] = [A] + [APy] + [AP;} + [AP3] + ... + [APq]

por lo tanto :

1 = [AP1)+2[AP]+3[APs]+..4n[APy] / ([A+[AP1]+[AP;]+[APs}+ ... +[APM])

Remplazando las ecuaciones I-1:

r = Ki[AJ[P] + 2Kikof AJ[PP +n(krks. k) [AJ[P)" / ([A] + Ki[AJP] + kiks[AJ(PP
+ (kika..kn)[A][P]Y)

Simplificando por [A] :
r = ki[P] + 2kike[PR +n(kika..ko)[PIr / (1 + ke[P] + kako[PJ2 + (kka...kn)[P]")
Para un anticuerpo monovalente tenemos :
r=Kk[P} / (1+k[P])
Podemos observar la variacién 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 asociaciéon como el inverso de la concentraciéon para

que el 50 % de los sitios esté saturado, es decir cuando r = 0.5 (figura
3).
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1/k
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FIGURA3: A.r vs. [P], B. r vs Log [P]
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APENDICE IV : LISTADO DEL PROGRAMA

#include <windows.h>
#include <bwcc.h>
#include <alloc.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 It, Logl, Loglt, LogP;

#pragma argsused
int PASCAL WinMain ( HINSTANCE hiInstance, HINSTANCE
hPrevinstance, LPSTR lpCmdLine, int nCmdShow )

{

_InitEasyWin();

char Buffer[133];

char NomArchivo[133);

Printf(ll Il);

printf(" KLOTZ 1.5");

printf(" u),.

printf(" Simulacion de Binding de Anticuerpos anti GMi1s");
printf(" @ CopyRight 1995.  Larralde-LAB");

Printf(" ll);

printf(" Philippe THOMASSIGNY, Bernardo REINA y Tzipe
GOVEZENSKY ");

printf(ll ll);

printf(" 100 Iteraciones Para el Calculo de [A]");

printf(" Valor Inicial [A] =1");

printf(" [It] =1le-12Mal1M.");

Prmtf(“ ll);
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printf(" Valor de kp: ");
scanf("%s", Buffer);
kp = atof(Buffer);
printf("Valor de ki: ");
scanf("%s", Buffer);
kil = atof(Buffer);
printf(" Concentracion del Péptido Total [Pt] : ");
scanf("%s", Buffer);
Pt = atof(Buffer);
printf(" Concentraciéon 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, "%Ig;%1g; %1g; %lg\ n"
/kp, ki, Pt, At);
fprintf(F,"Logfl};rL;ri;rp;
Loti[lt];r;ri;rp;[AI]:[AI]/ (LIAT/ [ LA IAN\ "),
intl;
double rp, ri, It, I;
double P, Alibre, LogP, Logl, Loglt, Pe, P, pT;
double ALibre;
IntP =100.0;
MinP = 1e-12;
MaxP =1.0;
for (1=0;1<=IntP;l1++)
{
It = MinP*exp((Log(MaxP)-Log(MinP))/ IntP*(double)l);
al = -At+Pt+It+(1.0/kp)+(1.0/ ki);
a2 = (It/kp)+(Pt/ ki}+(LO/ (kp*ki))- A ((kp+ki)/ (kp*ki));
a3 = -At/(kp*ki);
intn;
ALibre =1.0;
for (n=0;n<=100;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));
AlLibre = Alibre;

}
I1 = It/(1.0+(ki* Alibre));
P1 = Pt/(1.0+(kp*Alibre));
ri = ki*l/(1.0+kp*P+ki*l);
rp = kp*P/(1.0+kp*P+kil*l);

=ritrp;
Pe = ri*At;
Pl="Pe/I;
pT =Pe/It;
fprintf(F, %lg; %lg; %1g: %1g; %lg; %1g; %lg; %1g; %1g; %1g: %lg; %lg: %lg; %1g;
%lg\n",

Logl, 1, ri, rp, Loglt, 1, ri, rp, Pe, Pl, Pe, pT, Pe, P, Alibre);
printf(" %lg; %lg; %1g:%\g: %1g: %18 %1g:%1g:%1g:%1g; % 1g: %15 %1g; % 1g; %1
g %lg\n",
Logl, r, ri, rp, Loglt, r, ri, rp, Pe, Pl, Pe, pT, Pe, Pl, Alibre);

)

fclose(F);

return 0;

}
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APENDICE V : METODO NEWTON-RAPHSON

El método de Newton-Raphson es un método numérico que tiene
como objetivo el encontrar la raiz de cualquier funcion (siempre y
cuando esta tenga raices reales) {21}. Este método consiste en evaluar la
funcion f (x) y la derivada f(x) en puntos arbitrarios de x.

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

Este método es extremadamente poderoso ya que en un nimero
pequeiio de iteraciones se alcanza el valor de la raiz.

La féormula de Newton-Raphson es la siguiente :

xie1 = xi- (fxilff (x))

/

FIGURAS5 : El método de Newton-Raphson extrapola la derivada local para
encontrar el siguiente estimado de la raiz.
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GLOSARIO

ESTA TESS NO DEBE
SAUR DE LA BIBLIGTECA
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ANTIGENO : Molécula capaz de inducir una respuesta
inmunolégica, ya sea celular, humoral o ambas.

ELISA : Acrénimo del inglés Enzime Linked Immunoassay.

AFINIDAD : Se considera como una medida termodinamica de la
fuerza de interaccion entre el sitio de uniéon de una macromolécula
y un ligando.

SEROPOSITIVIDAD : Un paciente es seropositivo si en el suero se
encuentran presentes anticuerpos en contra de un agente extrafio
especifico.

ESPECIFICIDAD : Un método experimental es especifico si no se
presentan reacciones cruzadas.

SENSIBILIDAD : Un método experimental es sensible si se detectan
unicamente a los individuos afectados, sin falsos positivos.
LIGANDO : Llamamos ligando a cualquier molécula (generalmente
de bajo peso molecular) capaz de reaccionar con una
macromolécula A (en este caso anticuerpo).

SENSIBILIZACION : aqui llamamos sensibilizar una placa de ELISA al
hecho de adsorber el péptido a la placa por medio de una
incubacion.

RAfz : Llamamos raiz a la solucién de la ecuacion f(x) = 0.

60



REFERENCIAS

61



1. Gevorkian, G., Soler, C., Viveros, M., Padilla, A., Govezenski, T. and
Larralde, C. (En prensa) Serologic Reactivity for a Synthetic Peptide
from HIV-1 gp4l with Human Sera Collected in Mexico
Conventional and Upgraded ELISA Assays.

2. Azimadeh, A, Weiss, E. and Van Regenmortel, V. (1992)
Measurement of Affinity on Viral Monoclonal Antibodies Using
FAB’Peroxidase Conjugate. Influence of Antibody Concentration on
Apparent Affinity. Molecular Immunology, 29(5) : 601-608.

3. Hethcote, Herbert W. and Charles de Lisi. (1982) Determination of
Equilibrium and Rate Constants by Affinity Chromatography.
Journal of Chromatography. 248 : 183-202,

4. Winzor, Donald, J., Bowles, Mark R., Pentel, Paul R., Schoof, Deric
D. and Pond, Susan M. (1991) Adaptation of the Muller Method to
Allow Characterization of the Affinity and Cross Reactivity of
Antibodies by Competitive Radioimmunoassay. Molecular
Immunology. 28(9) : 995-1001.

5. Goldberg, Michel and Djavadi-Ohaniance Lisa. (1993) Methods for
Measurement of Antibody/Antigen Affinity Based on ELISA and
RIA. Current Opinion in Immunology. 5 : 278-281.

6. Beatty, D., Barbara, G. and Vlahos, William G. (1987) Measurement
of Antibody Affinity by Non-Competitive Enzime Immunoassay.
Journal of Immulogical Methods. 100 : 173-179.

7. Friguet, Bertrand., Chaffote, Alain F., Djavadi-Ohaniance Lisa and
Goldberg, Michel. (1985) Measurement of the True Affinity Constant
in Solution of Antibody Complexes by Enzime Linked
Immunosorbent Assay. Journal of Immunological Methods. 77 : 305-319.

8. Rath, S.Stanley, CM. and Steward M.W. (1988) An Inhibition
Eenzime Immunoassay for Estimating Relative Antibody Affinity
and Affinity Heterogeneity. Journal of Immunological Methods. 106 :
245-249.

9. Bruderer, U., Deusinger, M., Schiirch, U., Lang, A.B. (1992) Analyses
of Affinity Distributions within Polyclonal Populations of Antigen-
specific Antibodies. Journal of Immunological Methods, 151 : 157-164.

10.Larvor, M.P., Djavadi-Chaniance, L., Nall, B., Goldberg, M.E. (1994)
Meausurement of the Dissociation Rate Constant of
Antigen/Antibody Complexes in Solution by Enzime Linked

62



Immunosorbent Assay. Journal of Immunological Methods, 170 : 167-
175.

11.Nieto, A., Gaya, A., Jansa, M., Moreno, C., Vives, J. (1984) Direct
Measurent of Antibody Affinity Distribution by Hapten- Inhibition
Enzime Immunoassay. Molecular Immunology. 21 : 537-543.

12.Stevens, F.J. (1987) Modification of an ELISA-based Procedure for
Affinity Determination : Correction Necessary for Use with Bivalent
Antibody. Molecular Immunology, 24 (10) : 1055-1060.

13.Klotz, I.M. (1953) Capftulo 8 Protein Interactions, p.p.727-806 del
libro The Proteins. vol. 1 Parte B. Academic Press, New York.
Neurath, H. and Bailey, K. Editores.

14.Eduardo Cadenas. Enzimas Alostéricas. Madrid : Ediciones Biume.
1978 pp.139-144.

15.Borland C++ Tools and Utilities Guide (Error Messages, Winsight,
Make, Help/Resource Compilers, Tlink) Version 3.1 Borland
International Inc. 1992,

16.Borland C++ Programmer's Guide Version 3.1 (Language Structure,
Class Libraries, Advanced Programming Techniques & ANSI C
Implementation) Borland International Inc. 1992.

17.Borland C++ User's Guide Version 3.1 (Integrated Environment,
Optimization, Command-Line Compiler & Installation) Borland
International Inc. 1992.

18.McCord James W. (1992) Developing Windows Applications with
Borland C++ 3.1 2nd Edition Sams Publishing, Carmel Indiana.

19.Turbo C Manuel de 1Utilisateur Version 2.0 Borland International
Inc. 1988.

20.Turbo C Manuel de Référence Version 2.0 Borland International Inc.
1988.

21."Root finding and nonlinear sets of equations. Newton-Raphson
Method Using Derivative" En : Press H. William., Flannery, Brian P.,
Teukolsky, Saul A. and Vetterling William T., Numerical Recipes.
The Art of Scientific Computing. Cambridge University Press, 1986
Capitulo 9

22.Butler, J. E., Ni, L, Nessler, R., Joshi, K.S., Suter, M., Rosenberg, B.,
Chang, J., Brown, W.R. and Cantarero L.A. (1992) The Physical and
Functional behavior of capture antibodies adsorbed on polystyrene.
Journal of Immunological Methods. 150 : 77-90.

63



23.José Marco V. (1979) Simulacién Computacional del Fenémeno de
Adsorcién Entre Macromoléculas  Polivalentes y Ligandos
Monovalentes. Tesis Profesional, Facultad de Ciencias, Universidad
Nacional Auténoma de México.

24."General Principles of Ligand Binding Equilibria" En : Dryer Robert,
L. & Lata Gene, F, Experimental BiochemistryOxford University
Press, New York, Oxford, 1989 pp.101-111

25."Antigen-Antibody Interactions and Monoclonal Antibodies" En :
William Paul, Fundamental Immunology, segunda edicion. New
York : Raven Press, 1989 pp.315-356

26."Antigen Recognition" En : Ivan Roitt, Jonathan Brostoff and David
Male. Immunology. London : Mosby, 1993 pp.6.1-6.14.

27.'Introduction to Enzimes® En : Stryer, Lubert. Biochemistry, tercera
edicién. New York : W.H. Freeman and Co., 1988 pp.177-200.

28.Cumming, S.A., McPhee, D.A., Maskill, W.J., Kemp, B.E., Doherty,
R.R. and Gust, LD. (1990) Use of Conserved Immunodominant
Epitope of HIV Surface Glycoprotein gp41 in the Detection of Early
Antibodies. AIDS. 4(1) : 83-86.

29.Neurath A.R. (1993) B Cell Antigenic Site Mapping of HIV-1
Glycoproteins. Chemical Immunology. 56 : 34-60.

30.Laal, S. and Zolla-Pazner, S. (1993) Epitopes of HIV-1 Glycoproteins
Recognized by the Human Immune System. Chemical Immunology.
56 : 91-111.

31.Rosen, J.I., Hom, Y., Whailey, A.S,, Smith, R.S. and Naso R.B. (1989)
HIV Detection by Genetic Engineering Methods. Capitulo 8
"Immunoreactivity of AIDS/ARC Patient Sera with Oligopeptides
from HIV-1 gp41",

32.Ndrvdnen A., Korkolainen, M., Sunni, J., Korpela, ]J., Kontio, S.,
Partanen, P., Vaheri, A. and Huhtala, M. (1988) Synthetic env gp41
Peptide as a Sensitive and Specific Diagnostic Reagent in Different
Stages of Human Immunodeficiency Virus Type 1 Infection. Journal
of Medical Virology. 26 : 11-118.

33.5ciutto, E., Garat, B, Ortega, E., Larralde, C. (1987) Antibody
Heterogeneity : Theoretical and Experimental Evaluation of a Simple
Procedure to Describe Differing Affinities in Hapten Binding
Reactions. Molecular Immunology, 24(6):577-585.

o4



	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Desarrollo del Modelo Experimental
	Desarrollo del Modelo Teórico
	Programa Computacional
	Resultados
	Discusión
	Apéndices
	Glosario
	Referencias



