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Resumen

Se desarrollé un método de analisis de datos a partir de curvas de inhibicion
obtenidas por ELISA, que permite obtener informacion sobre el valor de la afinidad (k) y el
grado de heterogeneidad de un suero determinado. Los datos son obtenidos directamente',de
la grafica donde el punto de inflexién de la curva esta relacionado con el valor de K y la
pendiente con el grado de heterogeneidad. Para ello, se desarrolld un programa de
computacion en lenguaje C++ donde se simulé la interaccién antigeno - anticuerpo.
Posteriormente, los datos fueron analizados por curvas de inhibicion con ¢! fin de estudiar
su comportamiento bajo la influencia de interacciones entre los sitios de union (
cooperatividad, interaccién negativa o no interaccidn) y heterogeneidad. Los resultados
teéricos confribuyen a formas lineamientos para la interpretacion de los datos

experimentales.
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Introduccion:

A lo largo de millones de afios de evolucién, los seres vivos han desarrollado
sistemas cada vez mas complejos con los cuales defenderse de las agresiones de un medio
ambiente hostil y altamente competitivo. Este desarrollo ha alcanzado su punto mas alto
entre los mamiferos creandose toda una red de células y proteinas cuya funcién es la de
reconocer y eliminar a cualquier posible imvasor sea un virus o un organismo nras
complejo. Entre los miembros de esta red, las proteinas llamadas inmunoglobulinas (Ig)
juegan un papel esencial. Las Ig estan compuestas por regiones constantes y variables
sicndo la gran diversidad de estas dltimas, lo que le permite responder a cada desafio
inmunologico. El reconocimiento es en esencia la union no covalente entre una secuencia
proteica particular del invasor (que Hamaremos antigeno), con ¢l sitio de union de la
inmunoglobulina resultando lo que Hamaremos complejo antigeno-anticuerpo (JAI])
Existen cinco tipos de inmunoglobulinas (G, A, M, D y E), con un nimero de sitios de
union que va desde 2 para las Ig's G, D y E, hasta 10 en el caso de la IgM; la IgA puede
presentar 2, 4 O 6 sitios de union dependiendo del lugar donde actiie. Esta unién no solo
tiene una especificidad sino también una “fuerza” que apoyandonos en la Ley de Accion de

Masas®, definiremos de la siguiente manera:

Sea [A] la concentracion de una macromolécula (Ig) con n sitios de unidn, € [I] la

concentracion de su ligando, en el equilibrio forman:

(4], + [}l ar]



ka : : "y
donde & = vk es decir el cociente entre la constante de asociacién (ka) y la constante de

disociacion (kd).

Esta reaccion se caracteriza por la constante de afinidad (K):

o]

l4Ll/]

que termodindmicamente se define como el cambio negativo de energia libre de la reaccion

segun la siguiente ecuacion:
AG°=-RTInk
donde R es la constante del estado gaseoso { 8.314 J/mol k°) v T la temperatura absoluta en
grados kelvin.
Para el caso de una IgG con dos sitios de union se tiene:
[4]+[r]e-"—]ar]

[41, ]+ }e22{a1,]

Klz%]-]] (1)
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donde K1 = constante de afinidad sitio 1, y K2 = constante de afinidad sitio 2. La constante
estequiométrica Ki, es una variable macroscopica que se refiere a los anticuerpos con i
sitios ocupados sin referirse a un sitio particular; en contraste, la constante de afinidad
intrinseca k involucra un parametro microscOpico que esta en funcion del sitio de unién

particular?,

Las primeras investigaciones sobre la afinidad se hacian con técnicas
experimentales que consumian mucho tiempo, requerian de anticuerpos purificados o se
necesitaba marcar radioactivamente los reactivos. Con la aparicion de los anticuerpos
monoclonales se abrio la posibilidad de estudiar un mismo anticuerpo y se introdujo la
tecnica de ELISA( Enzyme Linked Immuno Assay) en su estudio. Las ventajas eran muchas

2,5,9,10,14,16,24
B22516151624 antre los que destacaron los hechos

y pronto se desarrollaron varios métodos
por los grupos de Friguet’ y Nieto': el primero calcula la concentracién de anticuerpo libre
en una fase liquida por medio del ELISA para obtener k de las ecuaciones de Kiotz y
Scatchard . Por su parte, Nieto hace un ELISA en competencia, donde el anticuerpo
compite por el péptido en solucion y por el péptido preadsorbido a la placa. Asume que la
constante de afinidad se obtiene en el 50% de la curva de inhibicién del ELISA. Ambos
métodos requieren de anticuerpos monoclonales

El ELISA no se usa extensamente para medir K principalmente por la suposicion de

16,23

monovalencia de los anticuerpos en la mayoria de los métodos™, y por que se rompe ¢l



equilibrio termodinamico al hacer el experimento 16,23, Asimismo, la necesidad de utilizar
anticuerpos monoclonales limita su uso clinico, ya que la respuesta inmune genera una gran
amplia de anticuerpos de diferentes afinidades heterogéneas.

El objetivo principal del presente trabajo es desarrollar un método de analisis a
partir del ELISA que permita de una manera accesible, sencilla y de bajo costo, obtener
informacidon sobre el valor de la afinidad y el grado de heterogeneidad de un suero
determinado. Esto, con el fin de estudiar la afinidad dentro de un marco inmunolégico
natural que permita relacionar estos pardmetros con procesos inmunes, informacion que
posteriormente pueda servir como auxilio en el diagnéstico o el tratamiento de la
enfermedad. Ayudados por curvas de inhibicién generadas por un programa computacional
y ensayos de ELISA experimentales, se desarrollé un método para el estudio de k que
ofrece la informacion directamente de la curva de inhibicion sin necesidad de andlisis
postertor. Los resultados se obtienen de la pendiente de inhibicién, donde su punto de
inflexion refleja el valor de la afinidad y su pendiente el grado de heterogeneidad. Como
ventaja adicional, permite el uso del antisuero directamente haciendo posible el estudio de
la distribucién de K's generadas por una respuesta inmune. Ademas, el modelaje de dos
sitios activos permitié analizar la interaccion entre los sitios de union permitiendo el

andlisis de interacciones positivas (k, > sk, ) e interacciones negativas (k, < sk,).



Objetivo

El objetivo principal del presente trabajo es desarrollar un método de anélisis a partir del
ELISA que permita de una manera accesible, sencilla y de bajo costo, obtener informacion

sobre el valor de la afinidad y e! grado de heterogeneidad de un suero determinado.



Modelo Teorico

En esta seccién, se describird el método utilizado para generar el programa
computacional. El programa se desarrollé con el fin de simular la reaccion antigeno
anticuerpo y analizar su efecto sobre la curva de inhibicion obtenida por el ELISA. Para
ello, se simulé tanto el caso homogéneo (una poblacién de anticuerpos) como el de
heterogeneidad. En ambos casos, los sitios de union presentaron interacciones positivas,
negativas 0 no interaccion. Las entradas del programa fueron las concentraciones totales de

antigeno y anticuerpo, asi como las constantes de afinidad (K1 y K2) de los anticuerpos.

Tradicionalmente, las ecuaciones utilizadas para medir la afinidad (Klotz",
Scatchard®’, Sips®') dependen de las concentraciones de ligando libre Esto complica el
experimento ya que se tiene que calcular este parametro, cosa que no resulta sencilla. Con
el fin de facilitar el trabajo experimental, se buscaron sustituir los valores libres por los
totales ya que esta es una variable conocida y manejable por parte del experimentador. En

observaciones hechas en el laboratorio'® se determiné que a concentraciones de anticuerpo

menores a /lé , los comportamientos de [/] e [1,] se vuelven proporcionales por lo que

pueden ser utilizados indistintamente en estas concentraciones de anticuerpo.



a) Primer caso: una poblaciéon de anticuerpos

[4]=[a)+[41)+]41,] (3)

1. 1= U]+ [ ]+ 2, @)

donde [A,} = concentracion total de anticuerpo, e [I,] = concentracidn total de péptido.

Despejando de (1) [AL;], y de (2) [AL], sustituyendo en (3) y en (4) respectivamente

se obtiene:

[A)+ & 1[4]7 )+ K1k 2[4/ T ~[4 ]=0 (5)

1+ k1[alt]+ A1k 2 4] P )1, ]= 0 (6)

b) Segundo caso: dos poblaciones de anticuerpos (A y B):

partiendo de las ecuaciones (3)y(4)

[B:]: [B]+ [B]ﬁ]+ [BIE] (D

ARUREA DA A A ®)



donde [B{) = concentracion total del anticuerpo B, {B] = concentracion de anticuerpo B
libre,
[BI;] = concentracién de anticuerpo B con un sitio ocupado, [Bl;] = concentracién de

anticuerpo B con dos sitios ocupados.

Por la Ley de Accion de Masas se obtiene:

[4)+ &1 [4l]+ k1,82, ][4 F -[4,]=0 (9)

[B)+ k1, [BYr1+ k1,52, [BJ/F -[B,]=0 (10)

[1)+ k1[4l 2kx1, &2, [4L B )+ &1, [B] )+ 2k, £ 2,181 F)-[,]= 0

(11)

En el caso de un mayor nimero de poblaciones (A, B, C, .., N, ...) las ecuaciones

tomarian la forma:

[4}+ &1, [a]r]+ 1, k2, [4N T -[4,]=0 (11a)

[B]+ k1, (Bl }+ k1, k2, [BVT -8 ]=0 (11b)



N} k1 IV k1, k2, VTS -V, ]=0 (11n)

U1+ k1,4l ) 2k, &2, (4l P )+ k1, [BL ) 2(x 1, £ 2, [BY B )+ +
kT 2(k1,52, NI E) -] = 0

(12)



Simulacion computacional:

Las ecuaciones tedricas estan basadas en la Ley de Accion de Masas y siguen los supuestos

siguientes:

¢ Solo se miden los sitios activos libres del anticuerpo.
¢ No se rompe el equilibrio termodinamico en los pasos del experimento.
¢ 1a densidad optica es proporcional a la concentracion de anticuerpos con sitios activos

libres (1 6 2 sitios).

Como se desprende de la figura 1,y al igual que en el modelo de Friguet et.al’, se miden
los sitios que quedan libres tras el primer paso de incubacion del método experimental.
Asimismo, asumimos que la velocidad de disociacion del complejo antigeno-anticuerpo es
lo suficientemente lenta para no permitir el rompimiento del equilibrio termodindmico (ka
>kd) (ver discusion). Finalmente, se trabaja en la regidn lineal de le ecuacién de Lambert-
Beer*. Para ilustrarlo, se hizo un experimento de ELISA directo sin competencia, para
observar la relacion entre la concentracion de proteina y la densidad optica. Como se
observa en la figura 2, en ciertas concentraciones se obtiene una relacion lineal entre la
concentracion y la densidad optica. Esta observacion ya habia sido hecha por Friguet y sus

colaboradores quienes relacionaron la absorbancia {A) con la concentracion del anticuerpo

libre (i) de acuerdo a la ecuacién % = %0 , donde i, es la concentracion total de
(4]



anticuerpo y A, la absorbancia obtenida por la lectura del anticuerpo en ausencia de

antigeno.
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figura 2. Relacion entre absorbancia y concentracién de proteina.

Las afinidades se simularon en tres casos:

1- Sin interaccion en sus sitios de union, siendo el valor de K2 un cuarto del de K1, Segin

Kiotz 1




K, =" k (14)

donde K, es la constante de afinidad del i-ésimo sitio ocupado de dado anticuerpo, n la

valencia del anticuerpo, y k la constante de afinidad intrinseca '2.

Para un anticuerpo con dos sitios de union, se obtiene:

Kl= gi-:_ilk = 2% (15)

Kzzz“zz”k:}gk (16)
%

M= =4 (a7)

Este resultado (17) sirvid de referencia para las otras dos condiciones simuladas,

2- interaccion positiva (K2>K 1) cuyos valores fueron diez veces mas K2 =K 1/4.

3- interaccion negativa, cuyos valores fueron diez veces menos K2 = K 1/4.

El programa calcula de forma numérica iterativa los sitios libres resolviendo las

ecuaciones mediante el método de Newton- Raphson ( ver apéndice).

Los resultados se analizaron por medio de graficas de D.O. vs logfI ], al igual que por el

método desarrollado por Sciutto etal’’. Brevemente, ¢l método consiste en interpretar la



fraccion de sitios ocupados (r)'' como a una serie de frecuencias acumuladas que al
descomponerse en intervalos y ser graficadas contra el logaritmo de [I], muestra su
cambios (Ar). La interpretacion se basa en los siguientes puntos: a) los sitios de unién con
mayor atinidad son ocupados por las concentraciones mas pequefias de antigeno, por lo que
estan presentes en el lado izquierdo de las abscisas. b) El rango de la concentracién de
antigeno es funcioén de la heterogeneidad, esto es, entre mas heterogénea la muesira, mayor
serd el rango [f} que cubrird. Considerando la observacién de Reina etal. (ver modélo

tedrico), se sustituyeron los valores de [}, por los de [I].



Disefio Experimental:

1a] 1h) 1q

1) |

Al incubarse una concentracion constante de anticuerpo con varias diluciones de
antigeno (a), se obtienen tres grupos de anticuerpos (b): anticuerpo libre [A], anticuerpo
con un sitio ocupado [AL], y anticuerpo con dos sitios ocupados [Al;]. Como paso seguido,
estas reacciones son transferidas a una placa de ELISA previamente incubada con una
concentracion conocida de antigeno (c), donde se detectan los grupos [A] y [ALL], va que

[AL] es eliminado en el paso de lavado (d).



Método experimental

Para el ELISA experimental se utilizaron el péptido sintético GM;s* y los

anticuerpos monoclonales anti DNP 2¢5 y 3b5 °, siguiendo el siguiente protocolo:

1.- Preadsorcion del suero con diferentes concentraciones de péptido:

* Se hacen diluciones del péptido desde 1e-4 hasta le-12 M en una soiucién de PRS (pH
7.2) que contiene Tween-20 al 0.3%, y 1% de BSA, en un volumen total de 50 pl por
dilucioén,

* Se adiciona a cada diiucion de péptido 30 ui de suero diluido 1: 100 ( en el caso de los
anticuerpos monocionales se utifizo una concentracién de 10ug/mi ) en una solucién de
PBS-Tween-20 0.3% - BSA 1%.

¢ Se deja preadsorbiendo toda ia noche.

2- Ensayo de ELISA:

* Sensibilizar Ia placa de ELISA con 100 ul de péptido (15pg/ml) durante una hora a 37°
C; el GM;s se diluy6 en buffer de carbonatos (NA,CO; 0.2M, NaHCO, 0.2M, pH9.6),y
acido dinitrofenil sulfonico ( DNBS) en buffer de boratos (4cido bérico 0.15M, NaCi 0.2
M, pH 8.5).

» Lavar la placa 4 veces con PBS-Tween-20 0.3%.



* Adicionar 100 ul. por pozo del suero preadsorbido a la placa ¢ incubar 30 min. a 37° C.
¢ Lavar la placa 4 veces con PBS-Tween-20 0.3%.

* Adicionar 100 pl. por pozo del segundo anticuerpo; para el antisuero, anti IgG humana
conjugada a fosfatasa alcalina diluida 1: 2000 en PBS-Tween-20 0.3%- BSA 1%, en tanto
para los monoclonales anti IgG de ratén acoplada a fosfatasa alcalina en dilucién 1: 750 en
PBS-BSA 1%.

» Incubar 30 min. a37°C.

¢ Lavar la placa 4 veces con PBS-Tween-20 0.3%.

* Adicionar 100 pl. por pozo del sustrato p- nitrofenilfosfato disédico diluido a una
concentracion de 1 mg/m! en buffer de dietanolamina.

* Incubar 30 min. a 37° C.
» Parar la reaccion con 50 pd por pozo de NaOH 2N,

* Leer en espectrofotometro a 405 nm.

Estas condiciones deben ser ajustadas a los requerimientos de anticuerpos

particulares (ver discusion).



Resultados

Resultados tedricos
1- Poblacion homogénea
a) Una poblacion sin interacciones:

Se simularon poblaciones de anticuerpos (IgG s), manteniendo la relacion K; = 4K,
con ¢l fin de estudiar ¢l tipo de curva que se obtenia por el efecto de anticuerpos
individuales sin interaccion entre sus sitios de unién. Las concentraciones de anticuerpo
utilizadas fueron para todos los casos 1/K1. De las simulaciones obtenidas se hicieron las

siguientes observaciones (grafica 1)

* laregion de la curva donde comienza la inhibicién, esta relacionada con la constante de
afinidad del primer sitio activo (K1) del anticuerpo en cuestion, siendo el valor de la
constante el reciproco de la concentracion total de péptido ([I]) en ese punto. Asi pues,

en la grifica 1A la inhibicién comienza en log/,]= -6 que corresponde al valor

esperado para K1 de 10° Lo mismo se observa en los giemplos B y C donde

log,]= -7 y -8 para los valores de K1 = 107 y 10° respectivamente.
* La inhibicién abarca desde el punto relacionado con la constante de afinidad para el
primer sitio activo hasta una concentracion de [L,] cercana al valor de %{ 23 log K2 para

la grafica 1A = 5.39, para 1B = 6.39 y para 1C =7.39,

¢ la pendiente de la zona de inhibicion presenta valores alrededor 2 -1.25
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Gréfica 1: Efecto de una poblacion homogénea sin interacciones, sobre

1a curva de inhibicion.




b) Una poblacidn con interaccion positiva:

Con el fin de estudiar los cambios en la curva de inhibicién por efecto de interacciones

positivas entre los sitios de union se simularon poblaciones individuales de anticuerpos

manteniendo la relacién* K2 = 2.5K1, haciéndose las siguientes observaciones (grafica 2):

¢ ¢l inicio de la inhibicion se relaciona con la constante de afinidad, sélo que en esta
ocasion el valor se ha desplazado al de K2 (ya que K2 > K1). Obsérvese en los ejemplos
la correspondencia de €stos puntos con los valores esperados de logK2 = 9.4, 8.4 v de
7.4.

* la inhibicion abarca la regiéon comprendida entre las dos constantes, iniciando alrededor
del valor para K2 y terminando alrededor del de K1.

» la pendiente de la zona de inhibicidn se encuentra en -1.5
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Grafica 2: Efecto de cooperatividad sobre {a grafica de una poblacién
homogénea.



¢) una poblacién con interaccion negativa:

Como paso siguiente, se estudio la variacion sufrida por la curva de inhibicion a causa de la
interaccion negativa entre los sitios de unién. Se modelaron anticuerpos con K2 = .025K 1
observandose lo siguiente (grafica 3):

» FEl inicio de la inhibicion se presenta alrededor del valor para K2 en cada uno de los
casos; comparense los datos obtenidos en los ejemplos contra sus valores esperados: log
K2,=54,logK25=6.4ylogK2.=74.

e En este caso, el rango de inhibicion no cubre hasta el valor de la otra constante de
afinidad siendo quiza un reflejo del bajo valor de la K2.

* la pendiente de la zona de inhibicion presenta valores de -0.3

De las observaciones hechas en los distintos casos podemos resumir:

¢ la zona del inicio de la inhibicion es reflejo del valor de K2.

e la inhibicién abarca los valores comprendidos entre las dos constantes (K1 y K2).

¢ la pendiente indica el tipo de interaccion entre los sitios de unién de la Ig, siendo mas
vertical bajo el influjo de la cooperatividad, ¢ inclinandose horizontalmente en el caso

de interacciones negativas.
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Gréfica 3; Efecto de interaccion negativa sobre una poblacion homogénea



2- Heterogeneidad

Una vez estudiadas las curvas de inhibicién producto de una sola poblacién de
anticuerpos, la siguiente pregunta giré en tomo a la presencia de otra poblacion de
inmunoglobulina. Resultaba interesante saber como se comportaria la curva si una de ellas
fuera de una afinidad considerablemente mayor a 1a otra, si se presentara cooperatividad o
interacciones negativas entre sus sitios de unién. No solo ¢llo, sino qué pasaria si“la
segunda poblacién estuviera representada por una relacién distinta a la de I:1. Para
contestar estas preguntas, se modeld una muestra compuesta equimolarmente por dos
poblaciones de anticuerpos primero sin algiin tipo de interaccion y luego estudiando los

casos de cooperatividad e interaccion negativa.

En la grafica 4, se simulo una poblacion heterogénea compuesta por los anticuerpos
A con una K1, = 10° y B con una K1z de 10°, ambas poblaciones sin interacciones, para
analizar su participacion individual en la curva de inhibicién. Para ello, se variaron sus
contribuciones de 1:1 a 1:3 y 1:20 sobre la concentracion total de anticuerpo, obteniéndose
5 graficas arregladas de la siguienic manera:

* 4A: muestra los anticuerpos A y B en relacion 1: 20.

4B: muestra los anticuerpos A y B en relacién 1: 3.

4C: muestra los anticuerpos A y B en relacion 1: 1.

4D: muestra los anticuerpos A v B en relacién 3:1.

4E: muestra los anticuerpos A y B en relacién 20: 1.



Grafica 4.
25
A
24—-—-——-\
L3
151 .
o- -
@yl '.
“
Osli ..\
0 + + 1 .
-12 -10 -8 -6 -4
iog [
25
B 2'-—---—\
*
151 %
o *
- -
24 %
o5 \
o ; t + + ——
12 -10 L] -6 -4 -2
log [}
Z5
Cc
2«n-———-\
15 k
Q
=3
05
Q

;

15+

.
-
-
*
*
-
*
*
-

(Grafica 4: Efecto sobre la curva de inhibicion de diferentes contribuciones
a la concentracion fotal por parte de dos anticuerpos.

{(A) K1A = 1eb, K1B = 1eB en relacion 201, (B) K1A=1e5, K1B = 1e8 en

relacion 3:1, (C) K1A =1e5, K1B = 1e8 en relacién 1:1, (D) K1A = 1e5,

KiB = 1e8 enrelaciéon 1:3y (E) K1A =185, K1B = 1eB en relacién 1:20.
En todos los casos K2 = 0.25K1.

-



Se hicieron las siguientes observaciones:

¢ Cuando ambos anticuerpos contribuyen de igual manera al total de la concentracion, la
curva muestra dos curvas que representan cada una de las poblaciones. El inicio de
ambas curvas corresponde al valor individual esperado para sus k1, alcanzando cada una
un valle cerca de la estimacion de sus respectivas k2 (7.4 y 4.4 correspondientemente).
Cuando las afinidades de las poblaciones no estan lo suficientemente separadas, por-al
menos dos ordenes de magnitud, se observa un continuo que pudiera confundirse con el
caso de una poblacion con interacciones negativas.

e (uando las proporciones varian, se pierde la definicion entre las curvas, observandose
principalmente aquella que representa a la poblacién de mayor concentracion: en
cualquiera de los casos de 1:3 1a poblacién de menor concentracion es apenas detectable
perdiéndose por completo en la Ultima refacion (1: 20).

» la pendiente de inhibicion para las poblaciones individuales mantuvo un valor parecido
en los casos de 1:20 y 1:3: -0.38 y -0.31 respectivamente K1 = le4, y -0.92 y -1.17 para
K2 = 1¢7. Cuando ambas poblaciones tuvieron el mismo peso, el valor de la pendiente
fue menor para el caso de Ied (-0.22 contra -0.6).

Obsérvese en las graficas que a pesar de la diferencia en constantes de afinidad la
concentracion relativa de cada poblacién es el factor principal detrds de la forma de la

curva,



b) Heterogeneidad e interacciones.

Posteriormente, se modelé una poblacion heterogénea de anticuerpos con el fin de
estudiar el efecto de las interacciones sobre fa curva de ELISA. Como se puéde observar en
la grafica 5, las interacciones positivas (b) desplazan la inhibicion a la derecha iniciandose
esta alrededor del valor esperado para K2. Por su parte, las interacciones negativas {c)
desplazan la curva hacia la izquierda también comenzando la inhibicion alrededor del valor
esperado para K2. Por otra parte, la pendiente de la inhibicion mostré valores mas cercanos
entre si que a los obtenidos en los ¢jemplos sin interaccion: para el caso de no
interacciones, las jorobas individuales dieron valores de -0.61 y -0.59 contra -0.76 y -0.75
con cooperatividad, Para interacciones negativas, la pendiente fue igual a -0.63 y -0.66;
obsérvese la pérdida de resolucion entre las poblaciones a causa de la interaceion.

De los datos anteriores, se ve que la pendiente de la inhibicién se inclina
dependiendo de las condiciones impuestas por las constantes de afinidad del sistema. Para
Hustrar mejor este punto, se simuld una poblacién de anticuerpo K1 = 1e5 sin interacciones
y se Ie fue adicionando anticuerpos de mayor afinidad (de 1e6 hasta 1e9) (grafica 6). Los
valores de la pendiente variaron de -0.6 en los casos donde estaba presente ofra poblacién
de Ig’s hasta llegar a -1.29 cuando ¢l ejemplo fue monoclonal. Asimismo, se calcularon las
pendientes que habrian entre la poblacion de mayor y de menor afinidad en los casos
donde existe poca resolucion entre los dos grupos de anticuerpos (ver tabla 1),

Resumiendo, la pendiente varia de acuerdo no solo con el grado de heterogeneidad de la

mezcla, sino también con el grado de separacién entre las diferentes constantes de afinidad.
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Grafica 5: Efecto de las interacciones entre los sitios de unidn sobre la
curva de inhibicién de una poblacion heterogénea. (A) Sin interacciones,
(B) con cooperatividad y (C) bajo interaccién negativa.



concentracion . 1e5 . le6 . 1e7 . 1e8 . 1e9
¥ . *k . 062 . 062 . -(.53
leS . -1.29 . -0.85 . -0.61 . -0.55 . -0.55

Tablal. valores de las pendientes de inhibicidn de la grafica 6. Cada fila muesira las pendientes resultantes de

cada inhibiciéon. En los casos le5 y 1e6 solo se obtuvo una pendiente.

Las principales observaciones del caso heterogéneo fueron:

* La zona del inicio de la inhibicion es reflejo de la K de la poblaciéon mayoritariamente
representada.

¢ En el caso de poblaciones con K's lo suficientemente alejadas (més de dos drdenes de
magnitud) se observan jorobas individuales correspondiendo ¢l inicio de cada una a l;);
valores de sus K's,

e Las pendientes individuales se comportan de acuerdo al tipo de interaccion entre los
sitios de unidén (ver homogeneidad).

e Cuando las poblaciones no estdn lo suficientemente separadas, la pendiente de la
inhibicién es reflejo del grado de heterogenecidad; en tanto mas inclinada mayor el

nimero de poblaciones.
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Gréfica 6: Distorsién de la cuiva de inhibicién por fa presencia de una
segunda poblacién. En todos fos casos se utiizaron dos anticuerpes
Ay B siendo siempre K1A= 1e5y K18 los valores sigulentes: para
la grafica A) 168, para B) 1e8, para C) 1e7 y para D) 1e6. La grafica
E} muestra la poblacion homogénea K1 = 165, Todos los casos
fueron sin interacciones.




Resultados Experimentales:

1- Anticuerpos Monoclonales

Para comparar los resultados obtenidos por las simulaciones teéﬁcas con resultados
experimentales, se utilizaron los anticuerpos monoclonales anti DNP 2¢5 y 3b5 a los que
previamente se les habia medido la constante de afinidad por el método de apagamiento de
fluorescencia. Los datos obtenidos por Garay et.al.® dieron los siguientes valores :

para el anticuerpo 2c5 su K fue 7.95¢6, en tanto para el 3b5 su K fue 7.49¢5.

Asi pues, se siguio el mismo protocolo que con las simulaciones teéricas: se
probaron los anticuerpos de forma individual y se combinaron variando su contribucion
individual a la concentracion total de proicina. Como se puede ver en los resultados (ver
grafica 7), existe una gran concordancia entre la teoria y la practica. Los valores para la
afinidad de ambos anticuerpos se encontraron en ¢l inicio de sus respectivas inhibiciones y
la pendiente de la zona de inhibicidn varié de acuerdo al grado de heterogeneidad de la

muestra.
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Grafica 7: Comparacién entre curvas de inhibicidn teéricas y experimentales.
A) Anticuerpo 3b6 K= 7.49e5, B} Anticusrpo 2¢5 K= 7.95e6, C) Mezcla

de ambos anticuerpos contribuyendo de igual manera a la concentracién
total de anticuerpo, D) Mezcla de ambos anticuerpos donde 2cb esta repre-
sentada mavyoritariamente (75%-25%), £) Mezcla de ambos anticuenpos
donde 3b5 esta representada mayoritariamente (75%-25%).



2- Sueros

Obtenidos los datos anteriores, el siguiente paso fue extrapolarlos a una situacién
real: utilizando antisuero de tres pacientes HIV positivos, se hicieron ELISA’s
experimentales (ver método experimental), de los cuales inferimos la siguiente informacion
(grafica 8). La grafica 8A representa un suero formado por una poblacion bastante
homogénea de afinidad de 10°, (comparar la pendiente de inhibicién con la ofrecida en la
grafica 2b). Para ilustrar los datos obtenidos, se siguié ¢l método de Sciutto et.al. donde
podemos observar la barra que representa a esta poblacion y otras confribuciones menores
que no fueron detectadas por el ELISA. La siguiente grafica (8B), ilustra una poblac;ién
més heterogénea con al menos dos poblaciones de anticuerpos claramente diferenciables -
K's 10'? y 10°-. Comparando esta grafica con las 8A y 5B, observamos que 1a forma de la
curva de menor afinidad sugiere una interaccién positiva. De la misma manera, la grafica
de Ar2 ilustra ambas poblaciones mostrando una barra para la poblacion de mayor afinidad
-lo que vendria a corroborar su cardcter sin interacciones-, y cuatro barras para la de menor
afinidad. Por iltimo, en la grafica 8C aparece un suero heterogéneo compuesio de
anticuerpos cuyas afinidades aparentes van desde el orden de 10'? hasta 10°. Obsérvese que
1a grafica muestra una pequefia meseta alrededor del valor para log[lt] de 1079 que podria
significar que las afinidades no estin distribuidas equitativamente a lo largo de la
pendiente, sino que se encuentran en un grupo de alta afinidad (a la izquierda de dicha
meseta) y de baja (a su derecha). La grifica de Sciutto nos muestra las diferentes

poblaciones.
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Discusion:

Los resultados descritos muestran que el método propuesto sirve para obtener
informacion sobre la constante de afinidad y el grado de heterogeneidad de un suero
determinado. El método ofrece datos sobre estos parametros de manera sencilla y practica,
obteniéndose la informacion directamente de la curva de inhibicién sin necesidad, como es
¢l caso en otros métodos, de un posterior analisis matematico. La posibilidad de utilizar-el
antisuero directamente, lo vuelve un método practico que pudiera utilizarse en la clinica no
solo para ensayos cuantitativos como es la practica general, sino cualitativos buscando
relacionar la maduracién * y las variaciones en la distribucion de 1a afinidad con el estado
de salud de un paciente determinado.

Por otra parte, la simulacion de dos sitios activos permitio el analisis directo de las
interacciones sin la necesidad de hacer ajustes matematicos™ o sacar inferencias de
situaciones monovalentes. En cuanto al no rompimiento del equilibrio termodinamico, se ‘
asume una velocidad de disociacion (kd) lo suficientemente lenta como para perturbar lo
menos posible el equilibrio en la segunda parte del experimento (en la placa). En un

articulo por Larvor et.al

, Se reportan constantes de disociaciéon de varios complejos
antigeno- anticuerpo que van desde 1.8x 107 hasta 2.5 x 107 57, que cae dentro de los
tiempos de incubacién empleados en los cxperimentos. Por otra parte, Friguet ctal’
consideran que dadas las condiciones experimentales s6lo una fraccion del anticuerpo libre
del paso de preincubacién (entre 5 y 10%) es capturado por el antigeno pegado a la placa

con lo que el equilibrio no es afectado significativamente. Esto refuerza la necesidad de

hacer un experimento previo para conocer las condiciones de cada suero en particular y



poder asi, utilizar €l método propuesto. Hay que tener en cuenta que dichas condiciones
dependeran de la concentracion de antigeno en la placa, Ja concentracion del anticuerpo y
la avidez del anticuerpo en fase liquida por el antigeno absorbido al pozo. Finalmente, a
pesar de que la afinidad contribuye a la estabilidad del complejo antigeno- anticuerpo,
otros factores tales como impedimento estérico, o la valencia del anticuerpo pueden afectar
el equilibrio. Sobre este Gltimo punto, Hetherington SJ ' considera que es la densidad de
epitopos lo que determina la cantidad de anticuerpo unido con lo que se puede alterar €l
equilibrio en la fase liquida sobre todo de anticuerpos de baja afinidad. Tomando estos
factores en consideracion, otros autores’ describen la estabilidad del complejo de acuerdo a
un parametro operacional que depende exclusivamente de las condiciones del experimento.
En este caso en particular, aln considerando que la “afinidad" medida no es exacta, el fin
era poder comparar sueros de diferentes caracteristicas y que esto permitiera hacer
comparaciones entre ellos. Como se observa en la comparacion con los anticuerpos
monoclonales, el valor obtenido no se encuentra significativamente alejado del medido
experimentalmente probandose asi, la validez del método. Como se observa en otros
metodos, el valor de la afinidad se encuenira en la zona de inhibicién de la curva. El hecho
de que encontremos el valor de K al inicio de la inhibicién en lugar del 50% como es
estandar en el método de Nieto, es reflejo quizd del uso de dos sitios de unién en nuestra
propuesta, no hay que olvidar que la curva tiende a empezar a inhibirse alrededor del valor
para K2 para las situaciones de cooperatividad o de K1 para situaciones sin interaccién,
alejandose un poco en la situacién de interaccion negativa quiza por el peso impuesto por
una mayor K1. Nicto asume que una concentraciéon muy baja del antigeno en solucidn serd

unido (hay que recordar que su método involucra la competencia del anticuerpo por



antigeno en solucion y adsorbido a la placa), con lo que el antigeno libre puede ser
calculado del antigeno total. Sin embargo, ya que esto vendra determinado por la relacion
entre la concentracion del antigeno y del anticuerpo, asi como por las constantes de
equilibrio de las fases liquida y sélida™, una combinacién de alta afinidad para la fase
liquida y baja para la solida provocara la unién de una concentracion considerable de
antigeno en solucion violandose la asuncidn inicial.

El grado de heterogencidad es obtenido por la pendiente de inhibicion de la cufva
siendo mayor conforme decrece la pendiente, esto como resultado de los diferentes puntos
de equilibrio que se necesitan satisfacer para cada poblacién de anticuerpo. Cuando se
presentan interacciones, los valores varian con respecto a los ejemplos individuales debido
al peso impuesto por la presencia de otro anticuerpo. En los ejemplos donde dos
poblaciones contribuyen equitativamente 2 la concentracién total de proteina, la diferencia
entre pendientes refleja la alteracion sufrida en la inhibicion de la poblacién de mayor
afinidad: obsérvese (grafica 4C) como la curva comienza a aplanarse antes del rango
observado en los otros casos. Asimismo, los resultados pueden variar debido a
interacciones inter e intra anticuerpos, esto es, por la interaccion de los sitios de union y la
accion de otras inmunoglobulinas. Por otra parte, los valores entre las k's de un anticuerpo
con valores contrastantes (separadas por mas de dos 6rdenes de magnitud) podrian dar una
grafica mas heterogénea con una combinacién de interacciones. Lo opuesto también podria
suceder en el caso una poblacion variada de anticuerpos cuyos integrantes tuvieran
constantes de afinidad cercanas: las afinidades se solaparian dando como resultado una

pendiente de inhibicién que sugeriria homogeneidad. At con ¢l método de Sciutto et.al.



cuya grafica es mas sensible a los cambios, si el experimento es hecho con pocos puntos se
podrian no detectar las diferencias.

Con el fin de obtener la mayor cantidad de informacién posible, se recomienda
hacer un experimento previo para ajustar las condiciones a sueros o anticuerpos
particulares: por una parte, tomar en cuenta que una concentracién baja de anticuerpo es la
optima para el ELISA (esto es una concentracion alrededor de 1/k con lo que el pre ELISA
daria una idea de que concentracién usar) y por otro lado, recordar que las condiciofies
expuestas en el meétodo experimental son vélidas para los sueros y anticuerpos que se
utilizaron pero podrian no serlo para otros anticuerpos. Asimismo, se recomienda hacer un
mayor nimero de diluciones del péptido en el area de la inhibicién con el fin de obtener un
valor mas exacto de la constante de afinidad.

El programa computacional mostré que e} método de ELISA propuesto es sensibte a
los cambios de afinidad, heterogeneidad, asi como a la interaccion entre los sitios de unién
de la inmunoglobulina. Los resultados experimentales mostraron que dicha sensibilidad
también se presenta en una situacion real extrayéndose la informacion directamente de la

curva de inhibicién.

Dada la facilidad de la técnica y la cantidad de informacion que proporciona, el
método propuesto ofrece un camino para obtener algunos datos que pudieran dar algiin dia

mas luz en el todavia oscuro camino de la inmunologia.

~



Apéndice:

Metodo de Newton para resolver sistemas de ecuaciones con dos incognitas:

Sea ‘xn+1 3f(x,,,y,,), (1)

Your = 860, ,) 2)

donde n=0,1,2, .. y las funciones f'y g estan definidas por
flx, y)=x+ 5(x, ), glx,y)=y+ lx,y),

donde 8 y £ denotan a solucidn del sistema lineal

F(x,y)0+F,(x,y)e = ~F(x,p), (3)
G (5, y)0 +G,(x, y)e = -G(x, ). (4)

La secuencia (x,, y,) converge cuadraticamente a la solucién (s,t) para cada (X,,y,)
lo suficientemente cercano a (s,t). Para ello, basta mostrar que los elementos de la matriz
Jjacobiana de las funciones iterativas f'y g,

J(x,y)=[f"(x’y)ﬂ’(x’y )J ®)

g6 )g, (x. )
son todas cero para (x,y) = (s,t).

Tenemos;
fi=1+4,, fi=9,, (6)
8. =8, g, =1+46,, (7)



Los valores de 8y, &y, €., y &, son determinados de (3) y (4) por derivacion implicita.

Diferenctando la primera de estas ecuaciones obtenemos;

FO+ES +F e+Fe, =-F, (8)
FO+Fd, +F et+le =-F, &)

Se obtienen dos relaciones similares al diferenciar para G la segunda ecuacion (4).
Dejando (x,y) = (s,t), observamos que para 8(s,t) = €(s,t) = 0.

Asi pues, se obtiene para (x,y) = (s,t)

Fé. +Fe =-F, (10)
G.8,+Ge, =-G,, (1)
FS,+F& =~F, (12)
FS,+Fg, =-F, (13)

El determinante de estos dos sistemas de ecuaciones es el determinante jacobiano
D(s,t). De aqui se encuentra

3y =-1 8, =0

g.=0 g =-1

De acuerdo a (6) y (7), todos los clementos de la matriz J (5) en el punto (s,t) son
cero.

Para la ejecucion del método de Newton, es necesario resolver (3) y (4) para 3y €
en cada paso de la iteracién. Para sistemas de segundo orden, la solucién es efectuada por

la regla de Cramer que da



5= 951G, . FG.~GF,
P;Gy - P;Gy h F;Gy - P;Gy

En el modelo, los elementos de la matriz fueron los siguientes:

[Al=x, [I]=y.
F=x+Klxy+KIK2x" - [4] (14)
G = p+Klxy+2(K1K 2 )-[1,] (15)

Los valores iniciales de la iteracion fueron calculadas mediante el método general para

resolver ecuaciones de segundo grado.

[4]=x+Klxy (16)

[r]

= y+ K1 )
[I]=y+K1xy >y 0 £1)

(17)
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