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INTRODUCCION

El transporte de sustancias con actividad biol6gica hacia sitios especifi-
cos del organismo, o blancos, ha cobrado interés en los Gltimos afios porque
promete alcanzar concentraciones adecuadas en un 4rea precisa sin exponer
otras a las drogas, y porque ahora se dispone con facilidad de protefnas acarrea-
doras de gran especificidad de blancos (anticuerpos). La utilidad de este enfo-
que terapéutico es particularmente evideqte en la quimioterapia del cdncer por
medio de drogas citotéxicas; la que es obstaculizada porque la mayoria de las
drogas interaccionan tanto con células tumorales como con células normales
_ propiciando relaciones costo/beneficio por demds ambiguas (1).

El acarreador ideal de drogas citotéxicas habria de ser no téxico en sf,
bidodegradable, y de tamafio y forma apropiadas para adaptarse a una amplia
variedad de sustancias. Ademds, un acarreador efectivo deberfa ser especifico
para el blanco y alcanzarlo ““in vivo” en cantidades adecuadas, poseer propie-
dades bioquimicas adecuadas para que.el agente téxico pueda unirsele sin
afectar su especificidad y al mismo tiempo conservar la actividad de la droga,
y no ser inactivado durante su camino desde el punto de administracién hasta
alcanzar su blanco.

kn la basqueda de un acarreador ideal se han probado varios sistemas
con distintos objetivos terapéuticos (Tabla I) (2). En cuanto a cédncer se han
usado varias clases de acarreadores de agel.1tes citotéxi;:os, tanto especificos

como no especificos (3-7).



Entre los acarreadores no-especificos tenemos a ligiposomas, eritrocitos-
DNA, fibrinégeno, albimina y otras macromoléculas sintéticas (Tabla I). Aun-
que estas moléculas carecen de especificidad se ha reportado que agentes cito-
toéxicos conjugados a ellas han tenido cierto incremento en su efectividad te-
rapéutica. El incremento ha sido atribuido a: Inhibicién del catabolismo de la
droga por accion del acarreador, lenta liberacién de la droga porque el conjuga-
do actia como dep6sito, preservacién de la forma activa de la droga (liposo-
mas). El uso de estos acarreadores inespecificos para la terapia del cdncer
estd basado en la observacién de que muchos tipos de células tumorales tienen
una alta actividad endocftica que permite una mayor captacién de conjugados
droga-macromolécula por las células tumorales en relacion a las normales.

Los acarreadores especificos incluyen lectinas, hormonas y anticuer-
pos. Las lectinas son usadas debido a su habilidad para reconocer y enlazarse
a complejos especificos de carbohidratos en la superficie de las células (8). Mu-
chas lectinas tienen dos o mds sitios de enlace, los cuales forman puentes intra-
celulares y causan aglutinacién. También las lectinas propician la asociacion
de moléculas superficiales en un polo de la célula blanco promoviendo la en-
docitosis (8). Se ha postulado que las lectinas se enlazan preferentemente a
células neopldsicas, pero s6lo a aquéllas que tienen receptores adecuados
(8, 9 y 10). Puesto que las hormonas tienen un alto grado de especificidad para
sus células blanco también han sido usadas como acarreadores de drogas cito-
toxicas, aunque no funcionan para todos los tipos de células malignas (11).

Los anticuerpos, por ser ficilmente producibles, tienen una alta especificidad



TRANSPORTE DE DROGAS

ACARREADOR

Macromoléculas
Inmunoglobulinas

Glicoprotefnas desialisadas
Albtimina

Fibrin6geno

Acido Desoxirribonucléico
Dextran

Células
Eritrocitos

Leucocitos
Hepatocitos

Sistemas sintéticos no-biode
gradables.

Microcdpsulas de nylon semi-
permeable

Gel de poliacrilamida
Membranas de l1{quidos sur-
factantes

Perlas de vidrio

Sistemas sintéticos biodegradables
Microesferas de albumina
Emulsiones de aceites

Polfmeros de 4cido lictico
Ufasomas (esferas de dcido gra-
sos no saturados).

DROGAS ASOCIADAS AL
ACARREADOR

Methotrexate, daunomicin, clorambucil
I*31 toxina diftérica, glucooxidasa, etc.
Lisosima, albtimina.

Amanitina, Faloidina, dcido deoxicolico.
Dicloroetilfosforamida.

Daunomicfn, adriamicin.

Insulina, noradrenalina, anfetamina, no-
vocafna, coenzima By, .

p-glucosidasa, g-galactosidasa, glucuroni-
dasa, asparaginasa, glucooxidasa, metho-
trexate, adriamicin.

Enzima correctiva.

Uridin difosfato glucoroniltransferasa.

Anihdrasa carbénica, uricasa, asparagi-
nasa, ureasa, catalasa.
Asparaginasa.

Ureasa.
Uricasa.

6-mercaptopurina, actinomicin D.
Naltrexona.
Ciclazocina



Liposomas Lisosima, amiloglucosidasa, neuraminida-
sa, a-manosidasa, glucocerebrésido, f—
glucosidasa, hexosaminidasa A, asparagi-
nasa, peroxidasa, glucosaooxidasa, lec-
tinas, inmunoglubulinas, insulina, toxoi-
de diftérico, Poli (I): Poli (C). actinomi-
cin D, S5-fluorouracilo, methotrexate,
bleomicin, citosin arabinésido, 8-azagua-
nina, mecloretamina, bicloroetil nitro-
sourea, colchicina, penicilina G, este-
roides, AMP ciclico, pepstatina, gluta-
mato, nitroblue terazolium, EDTA,
DTPA, TcO,.

Tabla I. Transporte de drogas en biologfa y medicina
Gregory Gregoriadis, Nature 265, 3:407410, 1977.



y una gran afinidad para el antigeno, son considerados como los mds adecuados
para funcionar como transportadores especificos de agentes txicos.

Se han utilizado anticuerpos ligados a agentes citotoxicos en contra de
microbios invasores (12), pardsitos (13), timocitos (14,15), y desde luego en
contra de células neopldsicas (Apéndice I). Ya desde principios de 1900
Erlich (16) estuvo fascinado por la posibilidad de usar toxina diftérica unida a
anticuerpos antitumorales como una “Bala Mégica” en contra de enfermedades
malignas. Pero en ese tiempo no fue posible fabricar la “Bala M4gica” debido
a las dificultades para identificar y producir anticuerpos adecuados. Mds tarde,
con el avance en la preparacion de anticuerpos de gran pureza y con el desa-
rrollo de la metodologfa para unir micromoléculas a protefnas, se ha hecho
técnicamente posible la terapia experimental en contra de tumores por medio
de conjugados droga-anticuerpos antitumorales (17-52) (Apéndice I).

Sobre el mecanismo de accién de los conjugados droga-anticuerpo sc
han hecho varias consideraciones dependiendo del mecanismo de accién de la
droga:

Si la droga atin siendo parte integral del conjugado tiene accién en la su-
perficie celular como intracelularmente, es posible que no necesite ser libera-
da del conjugado para que ejerza su accién citotoéxica. Se ha visto que el clo-
rambucil unido a anticuerpos puede dafiar membranas plasmdticas (21,24).
También existe daiio celular cuando se adicionan al conjugado agentes con ac-
tividad superficial como fosfolipasas, asparaginasas o ciertas t6xinas bacte-

rianas (52).



Otra alternativi ¢s que L Goge, o [Tagmento activo péptas: drow,
acesiten ser liberados para que puedan tener actividad citotoxica. En la su-
=ficic de células transformadas - <3) y en los alrededores de drcas recroti-
B del tumor, hay un incrmento cn la actividad proteolitica que podria faci-
Far la liberacion de las dorgas acarreadas. Algunos ejemplos son los conju-
mos con ciclofosfamida que tienen actividad una vez que la droga se ha h-
wmado (3), andlogos de purinas v pirimidinas que necesitan estar libres para
2 activacidén por enzimas apropiadas en los tejidos blanco. El efecto de la
@ivacién enzimdtica de drogas enlazadas a inmunoglobulinas ain no estd
zudiado.

Pura drogas quc ticnen efecto citoloxico intracelularmente. se requierc
= ¢l conjugado droga-anticuerpo sea internalizado por las células utilizando
= sistemas de transporte especffico, o por difusién pasiva, pinocitosis o fa-
Zitosis. La internalizacion de los conjugados se puede llevar a cabo por me-
# de los mecanismos que operan para la droga o para el anticuerpo, y si un
@ceso no estd saturado por el otro. una mayor concentracién intracelular
zede ser alcanzada por la administracion simultdnea del conjugado y ca:itida-
3% tolerables de droga libre. Sin embargo, no se sabe con certidumbre si los
mjugados pueden utilizar sistemas de transporte especfficos para la droga,
gque el cnlace droga-anticuerpo puede cambiar el transporte intracelular de-
#o a la falla del receptor para reconocer a la droga, o, por falta de habilidad
% la proteina transportadora para internalizar al conjugado receptor-droga-

gicucrpo. Otro mecanismo que permite la entrada de los conjugados a i



célula, es la endocitosis, la que ocurre después de la polarizacién de los anti-
cuerpos fijados a receptores en la membrana celular (27).

En cuanto a los métodos de unién de agentes citotOxicos a anticuerpos,
se han usado unos basados en las técnicas desarrolladas para conjugar hapte-
nos a diferentes acarreadores, y otros en técnicas quimicas empleadas para la
modificacién y formacién de enlaces cruzados entre macromoléculas.

Los grupos funcionales de la inmunoglobulinas, disponibles para ligar
agentes citotoxicos son grupos carboxilos y aminos terminales o periféricos,
sulfhidrilo, guanidino de las argininas, el anillo imidazol, y los grupos fen6li-
cos de las tirosinas. Las condiciones para el acoplamiento dependen de los
grupos funcionales de la droga, de tal manera que se enlacen sin afectar su
actividad téxica. Por ejemplo, si un grupo carboxilo libre es esencial para la
citotoxicidad de la droga, el uso de una carbodiimida para enlazarla a un grupo
nucleofflico en el anticuerpo podrfa hacerla perder su actividad (54).

Se han ligado covalentemente con cierto éxito agentes citotéxicos a an-
ticuerpos por medio de carbodiimidas hidrosolubles, reactivos bifuncionales,
particularmente glutaraldehfdo. asf{ como p-p’-difluoro m,m’-dinitrofenilsul-
fona, dimetil adipimidato, metil 4-mercaptobutirimidato y bisoxirano; tam-
bién se han usado sales de diazonio, bases de Schiff y N-acetilhomocisteinatio-
lactona.

La posibilidad de enlaces débiles entre agentes citot6xicos y anticuerpos
para formar conjugados no-covalentes no ha sido estudiada ampliamente. Su

importancia radica en que los agentes ligados de esta manera a los anticuerpos



son liberados més ficilmente en el sitio blanco. Estudios preliminares sugieren
que conjugados de clorambucil ligados no-covalentemente a inmunoglobulinas,
resultan mds potentes para inhibir a un tumor que los conjugados covalentes
preparados con una carbodiimida hidrosoluble.

Otra manera de formar conjugados ha sido mediante un brazo o puente
entre el agente citot6xico y el anticuerpo. Por medio de carbodiimidas hidro-
solubles se adicionan uno o mds aminodcidos a la droga y posteriormente se
unen al anticuerpo. Los imidoésteres bifuncionales también pueden ser usados
para incorporar grupos espaciadores entre las moléculas reactivas. El 4cido
poliglutdmico y las dextranas han sido empleadas para ligar agentes alquilantes
a anticuerpos (48). Se espera que este método puede permitir altas cantidades
de droga ligada al anticuerpo sin pérdida de la actividad de la droga ni del
anticuerpo, y podrfa hacer posible la introduccién de mds de un tipo de agente
citotoxico en la misma molécula de anticuerpo permitiendo una quimioterapia

combinada.



OBJETI VO

Esta tesis se enfoca a la busqueda de conjugados no-covalentes de drogas
citotoxicas con anticuerpos a fin de potenciar la actividad biol6gica de ambos.

Un enlace no-covalente de la droga con el anticuerpo luce m4ds efectivo
que los covalentes por su relativa facilidad de disociacién. Ademds los conju-
gados covalentes droga-anticuerpo deben ser transportados al interior de la cé-
lula y catabolizados por enzimas lisosomales antes de producir fragmentos
activos. Entonces, los conjugados covalentes requieren de una dindmica de
eventos mucho mds compleja que 1a que necesitan los no-covalentes para libe-
rar la droga activa en el sitio blanco.

A diferencia de otros estudios aquif prestamos especial atencién a los
aspectos fisicoquimicos del enlace droga-anticuerpo, los que determinan el
namero de moléculas citotéxicas que eventualmente llegan a un tumor. Asi-
mismo exploramos las condiciones fisicoqufmicas adecuadas para establecer

un m4ximo de enlaces no-covalentes entre la dorga citot6xica y el anticuerpo.



DISENO EXPERIMENTAL

En la formacién de los conjugados no-covalentes se buscé la asocia-

cién droga-anticuerpo de las siguientes maneras:

a) Estableciendo interacciones por medio de fuerzas débiles del tipo de puen-
tes de hidrégeno, interacciones electrostdticas, fuerzas de Van der Waals
e interacciones hidrofébica entre las drogas y los residuos de amino4cidos
periféricos del anticuerpo.

b) Formando complejos de inclusién desdoblando el anticuerpo y dejando
que recupere su estructura terciaria en presencia de la droga, para que ésta
interaccione con los residuos de aminodcidos internos y quede atrapada

dentro de las fuerzas que estabilizan la estructura nativa del anticuerpo.

Se emplearon varias drogas citot6xicas en base a su estructura quimica,
de tal manera que se favoreciera la interaccién no-covalente droga-anticuerpo,
evitando drogas con grupos qufmicos fuertemente electrofflicos pues éstos
formarfan enlaces covalentes con facilidad con grupos nucleofilicos de la mo-
lécula de anticuerpo. Se usaron tres drogas citotéxicas; S-Fluorouracilo
(5-FU), Methotrexate (MTX) y Citosin Arabin6sido (CTA) (figura 1). Se selec-
cionaron estas drogas por ser unas de las mds empleadas en la quimioterapia
del cdncer asf como por la disponibilidad en el mercado de sus formas radiac-

tivas.
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Figura 1.  Drogas citotéxicas utilizadas para los estudios de fijacion a IgG y anticuer-

pos anti-DNP.
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Como acarreadores se usaron dos tipos de anticuerpos: inmunoglobuli-

nas G bovinas normales (IgG) para disminuir la heterogeneidad ocasionada por

diferentes clases de Igs. y anticuerpos anti-dinitrofenol (anti-DNP) de borrego,

con el fin de estudiar la influencia de la droga sobre el sitio activo del anti-

cuerpo.

L

IL.

El trabajo se dividi6 en dos partes:

Busqueda de la formacién de conjugados entre 5-FU, MTX y CTA con
IgG a pH=7.2; y de las mismas drogas con anticuerpos anti-DNP a dife-
rentes pHs (pH=5, 6, 7.2, 8 y 9).

En esta fase del trabajo la formacién de conjugados droga-anticuerpo se

buscé por didlisis en equilibrio (Apéndice III) y el tratamiento de los datos
se hizo por los métodos de Scatchard y Sips (Apéndice II) obteniéndose de
esta manera los valores de la constante de asociacién (K) entre la droga ci-
totoxica y el anticuerpo, la concentracién molar total de sitios de fijacién
para la droga ([So]) y el niimero de moléculas de droga que se fijan por mo-
lécula de anticuerpo (n).
Buasqueda de la formacion de conjugados entre 5-FU, MTX y CTA con an-
ticuerpos anti-DNP desnaturalizados reversiblemente con clorhidrato de
guanidina (GuHCl) y con calor (Apéndice IV) y renaturalizados en presen-
cia de las drogas.

La desnaturalizacién y renaturalizacién de los anticuerpos se sigui6é por
cambios en la rotacién especffica, ya que la mayorfa de las protefnas glo-

bulares presentan una rotacioén especffica en el rango de -30 a -70°. en su



estado nativo y este valor es diminuido de 20 a 60° por la desnaturaliza-
cién. La deteccion de la formacién de conjugados se hizo por cromatogra-
ffa de exclusion esperando encontrar un pico radiactivo en el volumen de
exclusion del gel en caso de haber formacién de conjugados. También se
detectaron los conjugados por doble inmunodifusién (DID) seguida de
fluorografia para observar incorporacién de radiactividad en las bandas de

precipitacion al estar unida la droga con el anticuerpo.
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MATERIAL Y METODOS

FIJACION DE 5-FU, MTX Y CTA A 1gG BOVINA Y A ANTICUERPOS
ANTI-DNP DE BORREGO POR DIALISIS EN EQUILIBRIO.

Se hicieron experimentos de didlisis en equilibrio entre IgG bovina a una
concentracién de 2.68 x 10°M y cada una de las drogas citotdxicas a
pH=7.2 en PBS. Tambi_én se hicieron didlisis en equilibrio entre 5-FU,
MTX, CTA y anticuerpos anti-DNP de borrego a pH=5, 6, 7.2, 8 en PBS
y a pH=9 en buffer de carbonatos. Las concentraciones de anticuerpos
fueron: 1.25 x 10°M, 4.12 x 10°M y 1.45 x 10°M. Estas dos ultimas
éoncentraciones s6lo se probaron para los experimentos de didlisis en equi-
librio a pH="7.2 entre 5-FU y anticuerpos anti-DNP.

1) PREPARACION DE REACTIVOS:

IgG bovina normal. Se obtuvo de laboratorios Miles y fue repurificada
por cromatografia de intercambio i6énico en DEAE celulosa (55,56), dando
una sola banda correspondiente a IgG por inmunoelectroforesis (Figura 2).
Los experimentos de didlisis en equilibrio se hicieron con esta IgG en PBS
(buffer de fosfatos 0.01 M, cloruro de sodio 0.15 M, pH=7.2).

Soluciones de 5-FU. Se prepararon soluciones de 5.0 x 10°M de 5-FU
(Sigma) en PBS pH=5, 6, 7.2, 8 y a pH=9 en buffer de carbonatos 0.026 M
y 0.15 M de cloruro de sodio. A partir de cada una de estas soluciones se
hicieron 12 diluciones de 1 ml con una alicuota de 0.1 ml de 5-Fluoro

(63 H) Uracilo (The Radiochemical Centre Amersham). con una concentra-
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cion final de 1.0 x 10°M y actividad especffica de 1.0 Ci/mmol. La rela-
cién de 5-FU a 3H-5-FU fue variable, y el rango de concentracién final fue
de4.6x 10° 229 x 108 M.

Soluciones de MTX. También se prepararon 12 diluciones de 1 ml cada
una a pH=5, 6, 7.2, 8 y 9 de MTX (Sigma) con una concentracion inicial
de 4.18 x 103M y alfcuotas de 0.1 ml de Methotrexate (3°5°, 7->H) (The
Radiochemical Centre Amersham) con una concentracién final de 1.2 x
10°M y actividad especifica de 250 mCi/mmol. El rango de concentra-
ci6n final total de la mezcla fue de 3.8 x 103 2 1.31 x 107 M.

Soluciones de CTA. Se utiliz6 una concentracién inicial de 1.0 x 102 M
de CTA (Sigma) mezclado con 2.96 x 108M de Citosin-g-D-Arabinésido
(5,6->H) New England Nuclear) con actividad especifica de 13.2 Ci/mmol.
Se prepararon 12 diluciones de la droga a cada pH en un rango de concen-
tracion final de 0.09 x 102 2 6.90 x 108 M.

La radiactividad final (cuentas por minuto) en cada una de las dilucio-
nes se estim6 en un contador de centelleo liquido Mark III de Searle. To-
mando una lfcuota de 50 ul.y mezcldndola con 5 ml de lfquido de cente-
lleo Bray (60g Naftaleno, 0.2g POPOP, 4g PPO, 100 ml Metanol, 20 ml
Etilen glicol, aforar a 1 litro con Dioxano).

Anticuerpos anti-DNP. Se estimul6é a un borrego previamente inmuniza-
do contra DNP, con 5 mg de un conjugado DNP32HSA (Albumina sérica
humana dinitrofenilada), sangrindose a los 8 dfas. Para separar el suero,

la sangre se dej6 coagular 12 horas a temperatura ambiente y 12 horas a
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4°C, y posteriormente se centrifugd. La actividad anti-DNP del suero se
probé por doble inmunodifusion (DID) contra un conjugado DNP27GGB
(Gamma globulina bovina dinitrofenilada) (Figura 3).

Los anticuerpos anti-DNP fueron obtenidos a partir del suero por croma-
tografia de afinidad. Con este objeto se activé Sepharosa 4 B (Pharmacia
Chemical) con bromuro de ciandgeno y se le acopl6 DNP-lisina (58). Se
dej6 incubando el suero con la Sepharosa-DNP duante 12 horas a tempera-
tura ambiente, se lavaron las protefnas inespecificas exaustivamente con
PBS y los anticuerpos anti-DNP pegados a la Sephal:osa-DNP se eluyeron
con dinitrofenol (DNP-OH) 103M y 102M. El DNP-OH de los anti-
cuerpos se despegd por cromatografia de intercambio iénico en Dowex
1 x 8 - 400 de Sigma (59). La actividad anti-DNP de los anticuerpos puros
se prob6 por DID contra DNP, ,GGB (Figura 3) y la concentracion se de-
terminé por el método de Lowry (60).

Cromatografia en capa fina de JH-5-FU. En una placa de 10 x 10 cms
de silicagel (Merck) con indicador de fluorescencia, se aplicaron aproxima-
damente 3 pl de una solucion estandar de 5-FU 1.5 x 102 y de una solu-
cion 103M de 3H-5-FU. El solvente fue n-butanol saturado con agua. La
placa se reveld con luz UV y con autorradiografia observandose contami-
nantes. El 3H-5-FU se purifico aplicando una alicuota de aproximadamen-
te 100 ul de la solucién contaminada en forma de banda en una placa de
silicagel 10 x 10 cms. se utiliz6 el mismo solvente y posteriormente se tomo

autorradiografia de la placa. La banda correspondiente al 3 H-5-FU se resus-
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pendi6 en PBS, la droga soluble se separd del silicagel por centrifugacion.
La concentracién. de 3H-5-FU fue determinada por absorciéon a 266 nm,
siendo su coeficiente de extincion molar de 7070. La droga pura se compa-
r6 con la solucion original. En la Figura 4 se observa la autorradiografia del
cromatograma observdndose una sola mancha en (b) que corresponde al
3H-5-FU puro.

Cromatografia en capa fina de H-MTX. Se us6 una placa &e 10x 10
cms de silicagel (Merck) con indicador de fluorescencia. Se aplicaron
aproximadamente 3 ul de una solucion estandar de MTX 4.8 x 103M y
de una soluciéon de 3H-MTX 4.9 x 103M. El solvente fue carbonato de so-
dio al 0.5°/0. La placa se reveld con luz UV y autorradiografia (Figura 5).
Se detectaron cantidades despreciables de contaminantes.

Cromatografia en capa fina de >H-CTA. Se usé una placa de 10 x 10
cms de celulosa (Merck) con indicador de fluorescencia. Se aplicaron
aproximadamente 3 ul de una soluciéon estandar de CTA 7.23 x 103 M,
y de una solucién de 3H-CTA 7.4 x 10°M. EI solvente fue n-butanol:
etanol:agua (4:11:9). La placa se reveld con luz UV y autorradiografia.
No se detectaron contaminantes (Figura 5).

2) DIALISIS EN EQUILIBRIO:

Por medio de didlisis en equilibrio (Apéndice III) se obtienen los estima-
dos de droga libre [L] y pegada [P}, necesarios para determinar la constante
de asociacion [K] y el nimero de sitios de fijacion n, de las drogas citotoxi-

cas que se fijan a las IgG y a los anticuerpos anti-DNP. Los experimentos









se realizaron en un aparato de multididlisis, fabricado en el centro de ins-
trumentos de la UNAM, el cual consta ‘de 3 médulos de lucita con 8 cdma-
ras para diélisis por médulo.

Preparacién del equipo. Después de cada experimento de didlisis se dejan
lavando los médulos en agua corriente durante 2 dfas para eliminar residuos
radiactivos, lavdndolos posteriormente con agua destilada y secdndolos con
aire.

Las membranas de didlisis se hierven 3 veces con agua destilada nueva
después de cada ebullicién para eliminar perfectamente la glicerina.

Se pone una membrana entre cada médulo quitdndole el exceso de agua
con una gasa. Por ultimo se colocan los 3 médulos en el eje del aparato y
se sujetan con una tuerca de pldstico.

Colocacibén de las soluciones. Cada cdmara de didlisis tiene un orificio
de cada lado de la membrana por donde se inyectan 100 ul de cada una de
las soluciones de droga citotéxica en un lado de la cdmara y 100 ul de una
solucién de anticuerpos de concentracién constante del otro lado de cada
una de las 24 cdmara de didlisis: los orificios se tapan con cinta adhesiva.
Cada solucion de droga citotoxica se pone por duplicado. El multidializa-
dor se coloca en un cuarto frfo a 4°C con agitacion por mecanismos incor-
porados a cada aparato, durante 72 horas.

Toma de la muestra. Se toman 50 ul de cada lado de las 24 cdmaras
comenzando del lado del ligando de concentracién mds baja y, después,

del lado de la protefna empezando con la solucidon que estd en contacto



con la del ligando m4s diluida.

Cada una de las muestras se pone en un vial con 5 ml de lfquido de cen-
telleo y se cuentan en un contador de centelleo lfquido.

Del lado donde no hay protefna se obtienen las cuentas por minuto CPM
del ligando libre [L] y del lado donde est4 la protefna se obtienen las CPM
del ligando pegado [P] a la protefna haciendo una resta del libre.

([P + [L]) — [L]= [P]
Las concentraciones molares se obtienen por la siguiente relacion:

[L16[PI=cpm , 1 ! D S

60 actividad especifica eficiencia

1 litro

volumen de la muestra
3) OTRAS PRUEBAS PARA TRATAR DE CONFIRMAR LA FIJACION DE 5-FU A

ANTICUERPOS ANTI-DNP:

Se prepar6 una mezcla de anticuerpos anti-DNP 1.25 x 10°M con 5-FU
mds 3H-5-FU a una concentracién total de 1.672 x 105 M; la relaci6én de
5-FU/3H-5-FU fue de 1.6. La concentracién de 5-FU para estos experi-
mentos se estim6 por didlisis en equilibrio a pH=6, extrapolando en el eje
de las abscisas del Scatchard la cantidad de 5-FU total que satura a esa con-
centracién de anticuerpos. Se incub6 la mezcla de 5-FU y anticuerpos
anti-DNP durante 72 hs a 4°C y se hicieron las siguientes pruebas:

Cromatografia de exclusiébn. En una columna de Sephadex G-10 de

25 x 0.5 cms, con un flujo de 0.9 ml/min, se filtraron 25 ul de la mezcla
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de 5-FU (5-FU+3H-5-FU) y anticuerpos anti-DNP a pH=6. La columna
se calibr6 con dextran azul al 0.5°/0. Se eluy6 con PBS colectando frac-
ciones de 0.12 ml, se tomaron alicuotas de 50 ul de cada fracciéon y se
adicionaron 5 ml de liquido de centelleo, las CPM se midieron en un con-
tador de centelleo liquido.

Fijacién de anticuerpos anti-DNP a seda-DNP. Por duplicado se pusieron
a incubar durante 48 hs a temperatura ambiente 5 cms de seda-DNP y seda
blanca por separado, en 0.5 ml de la mezcla de 5-FU (5-FU+3H-5-FU) y
anticuerpos anti-DNP, y en 0.5 ml de 5-FU solo (5-FU+3H-5-FU). Se
estimé la radiactividad asociada a los hilos sin lavar y lavindolos con PBS
después de la incubacidn, cada hilo se puso en 0.4 ml de NCS (solubiliza-
dor de tejidos de Amersham Searle) duran;e 18 hs y se le agregaron 10 ml
de liquido de centelleo, las CPM se registraron en el contador de centelleo
l{quido.

Doble inmunodifusion de anticuerpos anti-DNP y autorradiografia. En
geles de agar al 1°/0 en PBS se hizo DID por duplicado, de la mezcla 5-FU
(5-FU+3H-5-FU) y anticuerpos anti-DNP de borrego en contra de vy de cer-
do anti-suero de borrego, una placa se lavé y la otra no. Posteriormente

ambas se sometieron a autorradiografia a diferentes tiempos de exposicion.

en peliculas Kodak X-Omat-RP.

FIJACION DE 5-FU. MTX Y CTA A ANTICUERPOS ANTI-DNP DESNA-

TURALIZADOS REVERSIBLEMENTE.



Esta parte del trabajo se llevd a cabo desnaturalizando anticuerpos
anti-DNP por medio de clorhidrato de guanidina (GuHCl), y de calor.

La formacién de conjugados droga-anticuerpo tipo complejos de inclu-
si6n se buscoé renaturalizando los anticuerpos anti-DNP en presencia de cada
una de las drogas citotoxicas tritiadas (PH-5-FU, 3H-MTX, *H-CTA).
1) DESNATURALIZACION Y RENATURALIZACION DE ANTICUERPOS ANTI-

DNP CON GuHCl.

0.5 mg/ml de anticuerpos anti-DNP fueron incubados durante 2 hs
en diferentes concentraciones de GuHCI en PBS (1 a 8 M), cada solucion
fue diluida 10 veces por didlisis en PBS durante 24 hs a 4°C. El cambio
conformacional de los anticuerpos por la desnaturalizacion fue seguido por
rotacién Optica a 365 nm en un polarimetro Perkin Elmer.

2) DESNATURALIZACION REVERSIBLE DE ANTICUERPOS ANTI-DNP CON

CALOR.

1.0 mg/ml de anticuerpos anti-DNP fueron calentados desde 20°C a
50°C y luego enfriados hasta 20°C otra vez. Se midid su rotacion especi-
fica a intervalos de 5°, esperando 5 minutos a que se estabilizara la protefna
a cada temperatura. Su capacidad para reconocer al antigeno se proboé por
DID antes y después del calentamiento.

3) DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE AFINIDAD Y DE LA CONCENTRA-

CION MOLAR TOTAL DE SITIOS ACTIVOS DE ANTICUERPOS ANTI-DNP RE-

NATURALIZADOS.

1 mg/ml de anticuerpos anti-DNP fueron incubados durante dos horas a



temperatura ambiente en GuHCl 5M; posteriormente se diluyeron diez

veces por didlisis en PBS. Su actividad inmunolégica fue probada por DID

en agarosa al 1°/o contra el conjugado DNP27GGB. Se hizo didlisis en

equilibrio de los anticuerpos renaturalizados y de los nativos, la concentra-
cion utilizada fue 1.562 x 10°M. El rango de concentracion del hapteno
3H-DNP-lisina fue de 6.5 x 10 a 5.9 x 108 M en PBS.

4) FORMACION DE CONJUGADOS POR DESNATURALIZACION REVERSIBLE
DE ANTICUERPOS ANTI-DNP EN PRESENCIA DE LAS DROGAS CITOTOXI-
CAS.

a) Se incubaron 4.12 mg/ml de anticuerpos anti-DNP en GuHCl 5M en PBS
durante dos horas a temperatura ambiente. Posteriormente el GuHCI
fue diluido diez veces por didlisis en soluciones de cada una de las tres
drogas tritiadas en PBS; 3H-5-FU 1.66 x 10*M, con actividad especifi-
ca de 3 Ci/mmol, 3H-MTX 3.85 x 10°>M con actividad especffica de
12.8 Ci/mmol y 3H-CTA 1.92 x 10°M con actividad especifica de
26 Ci/mmol.

b) Se incubaron 2.06 mg/ml de anticuerpos anti-DNP a 45°C durante 10
minutos con cada una de las tres drogas citotoxicas tritiadas; 3 H-5-FU
1.55 x 10*M vy actividad especifica de 3 Ci/mmol; 3H-MTX 2.0x 103M
y actividad especffica de 250 mCi/mmol y 3H-CTA 3.7 x 10°°M con
actividad especffica de 13.2 Ci/mmol. Inmediatamente después de la

incubacion la mezcla droga citotdxica y anticuerpos se enfrio en hielo.



5) PRUEBAS PARA DETECTAR LA FORMACION DE CONJUGADOS DROGA-
ANTICUERPOS ANTI-DNP DESNATURALIZADOS REVERSIBLEMENTE.

a) Cromatografia de exclusion.- En una columna de Sephadex G-10 de
25 x 0.5 cms se filtraron 25 ul de cada una de las mezclas de 3 H-5-FU,
3H-MTX y 3*H-CTA con los anticuerpos anti-DNP desnaturalizados re-
versiblemente con GuHCI y con calor. La columna se calibré con dex-
tran azul al 0.5°/0. El flujo fue de 0.9 ml/min y se colectaron fracciones
de 0.12 ml, las CPM se estimaron en alicuotas de 50 ul de cada fraccion,
mezclindolas con 5 ml de liquido de centelleo, en un contador de cente-
lleo liquido.

b)Doble inmunodifusién y fluorograffa.- En geles de agarosa al.1°/0 en
PBS se hizo DID por duplicado de cada una de las mezclas de 3H-5-FU,
SH-MTX y 3H_-CTA con-los anticuerpos anti-DNP desnaturalizados re-
versiblemente con GuHCl y con calor. Los anticuerpos se precipitaron
con suero de conejo anti-Igs de borrego, una placa se lavé y la otra no.
Se trataron ambas placas para fluorograffa (61), con 20 volumenes de
metanol durante 30 minutos dos veces, y por ultimo 3 hs en 4 volimenes
de PPO (2,5-diphenyloxazol) al 10°/o0 en metanol; luego se secaron al

vacio y se expusieron en peliculas X-Omat RP Kodak, sensibilizadas, du-

rante 72 hs a -70°C.



RESULTADOS

I) FIJACION DE 5-FU, MTX Y CTA A IgG BOVINA

En las Figuras 6 y 7 se observan las grificas de Scatchard correspondien-
tes a las di4lisis en equilibrio de 5-FU, MTX y CTA con IgG bovina pH=7.2.
De inmediato se aprecia que solo hay formacién de conjugados entre 5-FU
e IgG bovina por la pendiente negativa en la curva de fijacién para esta
droga. En los trazos de Scatchard para 5-FU se observa la curvilinearidad
del fenémeno de fijaci6én, aprecidndose una tendencia general de los puntos
hacia una curva bifdsica con pendientes negativas que corresponden a dos
tipos de sitios de fijacion con diferente afinidad.

El valor aproximado de [So] -concentracién molar total de sitios de fija-
ciébn- se estimé en el intercepto con el eje de [P] para cada conjunto de
sitios. Dividiendo cada uno de éstos [So] entre la cantidad total de pro-
tefna se estim6 n, el nimero total de moléculas de 5-FU capaces de unirse
con esa afinidad a cada molécula de IgG. Haciendo una gréfica de la
proporcién de sitios ocupados en cada rango de afinidad (r) contra el
logaritmo de la concentracién de 5-FU libre (figura 8), se pudo calcular -en
base a una regresion linear por mfnimos cuadrados- la concentracién de
ligando libre a la cual se satura el 50°/0 ([L] ,=.5) de cada tipo de sitios
con distintos grados de certidumbre dependiendo de la variacién experi-
mental. Para estimar las constantes de afinidad promedio, se ajustaron los

datos obtenidos por el andlisis de Scatchard a la ecuacién de Sips, segliin se
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ilustra grdficamente en la parte inferior de las Figuras 6 y 7. Las regresio-
nes lineares por minimos cuadrados estimaron constantes de afinidad del
orden de 10° M, para sitios de alta afinidad y de 10 y 102 M'! para
sitios de baja afinidad. Todos estos datos se resumen en la Tabla II. En
esta tabla hay que notar que s6lo dos o tres moléculas de S-FU se asocian
con alta afinidad por cada cien moléculas de IgG. ' En cambio, en el
rango de baja afinidad, hay dos o tres asociaciones de 5-FU por cada diez
Igs. También en la Tabla II se consigna la concentracién de 5-FU libre
necesaria para obtener estos conjugados al 50°/o de saturacion, la que
result6 ser del orden de 104 mg/ml tanto para los de alta afinidad como
para los de baja afinidad (Figura 8). En un conjugado de baja afinidad no

fue posible evaluar [L] = debido a la gran dispersién de los datos.
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Fijaci6n de 5-FU(e), MTX(0) y CTA () a IgG bovina a pH=7.2.



TABLA 1
CONJUGADOS- 5-FU-1gG

. -1" - T
n [s0] ® X W (2] p.5 m&/nl
-2 -7 6 -4
. . 0 2.31 x 10
Alta 3.16 x 10 8.49 x 10 1.46 x 1 3
Afinidad 1.99 x 10~2 5.35 x 10" 1.24 x 10° 1.13 x 10°°
3.38 x 10+ 9,09 x 1078 8.14 x 10° ND
Baja * : )
Afinided 5 96 x 1077 7.96 x 107 1.66 x 10° 1.30 x 107

Numero :de sitios de fijacidén por molécula de IgG.
Concentracidn molar total de sitios de fijacién.
Constante de asociacidén promedio.

Concentracidn de 5-FU libre en cada tipo de conjugado.
Concentracidn de 5-FU pegado / [So] .

No se determiné por variacidén experimental incontrolable.

[54]
K

[1]
ND
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algiin conjugado 5-FU-IgG al 500/0 de saturacion.
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IDFIJACION DE 5-FU A ANTICUERPOS ANTI-DNP
En la Figura 9 se presentan los trazos deScatchard de las didlisis en equi-
librio entre 5-FU y anticuerpos anti-DNP a pH=7.2. Se utilizaron dos
concentraciones diferentes de anticuerpos, 1.45 x 105My 4.12 x 105 M,
y en ningin caso se encontré asociacién de 5-FU pues, ademds de la

variaciéon experimental, las pendientes nunca fueron menores de cero.
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Figura9. Fijaci6n de 5-FU a anticuerpos anti-DNP a pH=7.2. Anticuerpos anti-DNP
a1.45x105M (A) y 2 4.12x10° M (o).



I11) EFECTO DEL pH EN LA FLJACION DE 5-FU, MTX Y CTA A ANTI-

CUERPOS ANTI-DNP

En la Tabla III se resumen los experimentos de didlisis en equilibrio que
se llevaron a cabo con anticuerpos antiDNP y las tres drogas citotoxicas a
pH=5, 6, 7.2, 8 y 9. Sélo hubo formacién de conjugados entre droga y
anticuerpos con 5-FU, a pH=6 y con MTX a pH=6 y pH=7.2

Los trazos de Scatchard de tres experimentos de fijacién de 5-FU a an-
ticuerpos anti—-DNP pH=6 se ilustran en las Figuras 10, 11 y 12. En
ellos debe notarse la dispersion de los puntos que impide reconocer con
certidumbre la existencia de curvilinearidad, dando la impresidén de que se
trata de un solo tipo de sitios de fijacion para la droga. Como se muestra
en las curvas de fijacion, la asociacion de 5-FU a los anticuerpos anti-DNP
no es perfectamente reproducible, presentando variacion de los resultados
de n, [So] y K, ilustrados en la Tabla IV. Para disminuir la variacion pro-
veniente de la existencia de contaminantes en la solucion de 3 H-5-FU, ésta
se purific6 por cromatografia en capa fina (Figura 4). Se repetieron los
experimentos de didlisis en equilibrio con la droga pura y no se encontra-
ron diferencias notables, la variacion persistié. En las Figuras 13 y 14 sc
presentan las curvas de fijacion utilizando 5-FU puro. Los valores de n
[So] vy K se ilustran en la Taba IV.

Los conjugados formados con 5-FU y anticuerpos anti-DNP a pH=6
requieren de 10 a 1000 moléculas de anticuerpo para fijar de 1 a 4 de

5-FU con afinidades de 10° a 10® M), La cantidad de 5-FU libre para



DROGA EMPLEADA

pH 5=FU MTX CTA
5 NO NO NO
6 SI SI NO
7.2 NO ST o
8 NO NO NO
9 NO NO NO

Tabla Ill. Fijacién de distintas drogas a anticuerpos anti-DNP. El criterio de fijacién
consiste-en la magnitud de la pendiente (m) del trazo de Scatchard (S, cuando

m <0y NO, cuando m = 0).
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TABLA 1V
CONJUGADOS 5-FU-Ac ANTI-DNP A pH=6

-1
n [s0] K M [LJr:.s mg/ml
2,10 x 107" 2.66 x 107/ 4.20 x 10° 6.36 x 10
1.60 x 107 2.03 x 107 2.52 x 10° 3.58 x 10~
-2 -8 6

4,00 x 10 4,90 x 10 3.69 x 10 ND
1.10 x 102 1.42 x 1077 2.06 x 10° 9.63 x 107
3.70 x 107 4.60 x 1078 6.28 x 10° 9.86 x 10°

n = Nimero de sitios de fijacién por molécula de anticuerpo.

[So] = Concentracién molar total de sitios de fijacidn.

K = Constante de asociacién promedio.

(L] = concentracién de 5-FU libre en cada tipo de conjugado.

r = Concentracién de 5-FU pegado / [So] .

ND = No se determind por variacién experimental incontrolable.
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Figura 13. Fijaci6n de 5-FU a anticuerpos anti-DNP a pH=6.
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que existan estos conjugados al 50°/o de saturacion resulté ser aproxima-

damente de 10 a 105 mg/ml (Figura 15).

Para demostrar la existencia de los conjugados 5-FU-anticuerpos anti-

DNP A pH=6 por otros métodos se hicieron las siguientes pruebas:

a) Cromatograffa de exclusiéon en Sephadex G-10 de la mezcla 3H-5-FU y
anticuerpos anti-DNP a pH=6, esperando separar los conjugados en el
volumen de exclusién del gel. En la Figura 16 se observa el patron de
elucion de la mezcla y de 3H-5-FU solo, el que muestra un pico que
podria corresponder a una pequeiia cantidad de conjugado, aunque éste
no se presentd en todos los casos. También se identifica un desplaza-
miento del pico de la droga mezclada con los anticuerpos respecto a la
droga sola. Esto sugiere la disociacién de los conjugados entre 5-FU y
anticuerpos anti-DNP.

b) Fijacién de anticuerpos anti-DNP a seda-DNP (seda dinitrofenilada). En
caso de que el 3H-5-FU se asociara a los anticuerpos anti-DNP, la seda
se volverfa radiactiva. En la Tabla V se describe la fijacién a seda-DNP
y a seda blanca de anticuerpos anti-DNP mezclados con 3H-5-FU, asf
como la de 3H-5-FU sé6lo en base a las CPM de la seda sin lavar y lavada.
En la tabla V puede notarse que si bien habfa una pequeifia diferencia de
radiactividad entre la seda-DNP y la seda blanca, al lavar ambas y
estimar después las CPM la diferencia desapareci6. Esto también hace
pensar en la disociacién de la droga.

¢) Precipitacion en agar de anticuerpos anti-DNP mezclados con 3H-5-FU,
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Figura 15. Graficas para la evaluacion de la cantidad de 5-FU libre necesario para obtener
algun conjugado 5-FU-anticuerpos anti-DNP al 50°/0 de saturacion.



AU T

LE

3.0

N
J

0.075

0.025

Ne FRACCIONES

Figura 16. Patrén de elucién en Sephadex G-10 de dextrdn azul (- - -). 3H-5-FU mezclado
con anticuerpos anti-DNP (——) y 3H-5-FU solo (—- —) pH=6.

DO



SEDA-DNP SEDA BLANCA
SIN LAVAR TAVADA  SIN LAVAR LAVADA
> ANTI<DNP
) 432 79 105 92
J— 315 109 132 1
S 338 101 133 78
205 107 295 108

Tabla V. Fijaci6n a seda-DNP de anticuerpos anti-DNP mezclados con >H-5-FU a pH=6.
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utilizando un segundo anticuerpo. La precipitacion se llevd a cabo por

duplicado, una placa se lavd y la otra no. Se esperaba encontrar radiac-

tividad en caso de que 3H-5-FU se hubiera pegado a los Ac. anti-DNP.

Se hizo autorradiografia de las bandas de precipitacion en el gel de in-

munodifusion y no se encontré radiactividad en ninglin caso, ni ain

en la placa de DID sin lavar, donde se esperaba encontrar un fondo de
radiactividad por el 3H-5-FU libre.

En las Figuras 17 y 19 se muestran las curvas de fijacion de MTX a an-
ticuerpos anti-DNP a pH=6 y 7.2. Es evidente que a pH=6 existen dos
tipos de sitios de fijacion para la droga, unos de alta y otros de baja afini-
dad, mientras que a pH=7.2 sblo encontramos los de baja afinidad. Los
valores de [So] y K para cada tipo de conjugados se reportan en la Tabla
VI. Los conjugados que se forman con MTX y anticuerpos anti-DNP,
contienen un mayor numero de moléculas de droga asociadas a cada
molécula de anticuerpo, aunque con afinidades inferiores a las encontradas
con 5-FU: se pegan de 2 a 5 moléculas de MTX por molécula de anti-
cuerpo con afinidades del orden de 102 a 10* M'! (Figuras 18 y 20). Sin
embargo, la cantidad de droga libre necesaria para obtener los conjugados
al 50°/0 de saturacion varia entre .018 mg/ml y 1.14 mg/ml. En un
conjugado de alta afinidad no fue posible evaluar los pardametros K ni

[L] - ¢ debido a la gran dispersion de los datos (Figura 21).
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TABLA VI

CONJUGADOS MTX-Ac ANTI-DNP

- e
pH n [So] M K ¥ [L]r:.s mg/ml
-6 4
Alte 0.7 8.90 x 10 2.79 x 10 0.018
Afinidad 0.3 4.50 x 10~° ND ND
6
Baje 4.0 5.00 x 107> 6.08 x 10° 0.072
Afinidad -
nida 2.1 2.70 x 1072 1.55 x 10° 0.109
5.0 6.31 x 10™° 1.48 x 10° 0.405
T.2 -5 2
2.4 3.04 x 10 4.46 x 10° 1.141
n Nimero de sitios de fijacién por molécula de anticuerpo.

nnnnn

2
(S}
"

Concentracién molar total de sitios de fijacidn.
Constante de asociacién promedio.

Concentracidn de MTX libre en cada tipo de conjugado.
Concentracién de MTX pegado / [So] .

No se determindé por variacién experimental incontrolable.
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IV) EFECTO DE LA DESNATURALIZACION REVERSIBLE DE ANTI-
CUERPOS EN LA FIJACION DE 5-FU, MTXY CTA A ANTICUERPOS
ANTI-DNP
1) Desnaturalizacion reversible de anticuerpos anti-DNP con Clorhidrato

de guanidina. En la Figura 22 se muestran dos curvas: una corresponde
a la desnaturalizaciéon de anticuerpos anti-DNP con cantidades cre-
cientes de GuHCI y la otra representa la renaturalizacién de esos an-
ticuerpos a cada concentracién de guanidina diluyendo diez veces por
didlisis en PBS. La ausencia de cambios en la rotacién especifica a
concentraciones mayores de GuHCI] 5M, indica que en esta concentra-
ciébn se obtiene méximo desdoblamiento de los anticuerpos. En la
Figura 22 también se puede apreciar que los anticuerpos recuperan su
conformacién nativa después de diluir diez veces el GuHCI, asf como su
capacidad para reconocer al antfgeno por DID (Figura 23). Por didlisis
en equilibrio se cuantificé la proporcién de sitios activos recuperados:
en la Figura 24 se muestra la curva de Scatchard de la fijacién de
DNP-lisina a los anticuerpos anti -DNP nativos y renaturalizados. El
valor de [So] fue de 12.213 x 107 M y 6.220 x 10°7 M, respectivamente.
La constante de afinidad se estim6 por medio de la ecuacion de Sips
(Figura 24) y los valores obtenidos fueron de 1.548 x 106 M1 para
anticuerpos nativos y 1.501 x 10M! para anticuerpos renaturalizados.
De aquf se concluye que no hubo cambios en la constante de afinidad

por la desnaturalizacién, pero s6lo se recuper6 el 50°/o de la capacidad
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Figura 22. Desnaturalizacion reversible de anticuerpos anti-DNP con GuHCl.  Anti-
cuerpos desnaturalizados (e), anticuerpos renaturalizados (4).
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Figura 23. Precipitacion en agar de DNP, GGB por anticuerpos anti-DNP nativos
(a) y anticuerpos anti-DNP desnaturalizados con GuHCI 5M vy renaturali-
zados por dilucién 1:10 de la guanidina (b). Pozo central-anticuerpos
anti-DNP, pozos periféricos-diluciones de DNP, . GGB.



SCATCHARD

o)
20F Q o}
o)
Oy ©
- A
ff, oA% ©
o o
™ A
|
[ ) I o O O
oF g
~ Ap
a
(9p)
(W8] A o)
g A
2 4 6 8 10
[P1 ESP X 10’
SIPS
I.Or
o (o]
- Ap OA OR
I :
- o]
S L8
- :o
s &
L0 &
A
A
(e Xe]
70 ~60 T50
LOG [L)

Figura 24. Fijacion de DNP-lisina a anticuerpos anti-DNP desnaturalizados con GuHCI
5M. Anticuerpos nativos (o). anticuerpos renaturalizados (A).



S+

para unirse al hapteno.

2) Desnaturalizacion reversible de anticuerpos anti-DNP con calor. Los an-
ticuerpos anti-DNP solo registraron un pequefio cambio en su rotacién
especffica con el aumento de la temperatura (Figura 25) pero no perdie-
ron su actividad especffica segiin fue medida por la capacidad de fijar
al antfgeno en DID después de ser enfriados (Figura 26).

3) Acoplamiento de 5-FU, MTX y CTA a anticuerpos anti-DNP desnatu-
ralizados con GuHCl 5M y con calor. El acoplamiento de 5-FU, MTX y
CTA con anticuerpos anti-DNP desnaturalizados reversiblemente, se
buscé renaturalizando a los anticuerpos en presencia de cada una de las
drogas citotéxicas tritiadas. La cantidad de droga asociada se evalu6 fil-
trando una pequefia alfcuota de la mezcla en Sephadex G-10 para
separar la droga conjugada de la libre. En las Figuras 27, 28 y 29 se
presentan los patrones de elucién de cada una de estas mezclas, tanto
con anticuerpos desnaturalizados con GuHCl 5M como con calor a
45°C. En ningin caso se pudo ver algin pico en el volumen de exclu-
sibn que correslpondiera a los conjugados droga-protefna. MTX y CTA
ambas son excluidas del gel atin cuando se pasen solas. Otra alfcuota de
las mezclas se someti6 a DID contra suero anti-Igs de borrego. Los
conjugados droga-anticuerpo se buscaron por fluorograffa de las bandas
de precipitaciéon en el gel de inmunodifusién. Por este método sélo se
pudo detectar formacién de conjugados entre CTA y anticuerpos

anti-DNP desnaturalizados con calor (Figura 30).
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Figura 25. Desnaturalizacion reversible de anticuerpos anti-DNP con calor. Anticuer-
pos desnaturalizados (), anticuerpos renaturalizados (A).
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DISCUSION

En este trabajo se hace un estudio sobre la formacién de conjugados
no-covalentes entre 3 drogas citotoxicas y anticuerpos. La ventaja de poder usar
estos conjugados para fines terapéuticos radica en la mayor accesibilidad de la
droga a su blanco, por la relativa facilidad de disociacién de las uniones no-co-
valentes a diferencia de un conjugado covalente, el cual requiere de mayor ener-
gfa para liberar la droga y ademds disminuye la posibilidad de que ésta conserve

su actividad citotoxica.

I) FIJACION DE 5-FU, MTX y CTA a IgG BOVINA

De los experimentos de fijacion de las tres drogas citotoxicas a IgG
bovina estudiados por didlisis en equilibrio a pH=7.2, inicamente hay asocia-
cién no-covalente droga-anticuerpo con 5-FU. En las figuras 6 y 7 se observa
claramente la diferencia entre las curvas donde si hubo fijacién de 5-FU y la
ausencia de fijacién de MTX y CTA a IgG bovina en las mismas condiciones
fisicoquimicas.

El tipo de conjugados que se obtuvieron con 5-FU fue de un bajo grado
de acoplamiento, pues se necesitan de 10 a 100 moléculas de IgG para pegar una
de 5-FU con afinidad variable. Esto indica distintos tipos de sitios de fijacion,
unos de alta afinidad presentes en una de cada 100 moléculas de IgG, y otros
mds abundantes pero de menor afinidad presentes en una proporcién de uno por

cada 10 moléculas de protefna. Posiblemente esta variacién provenga de la gran
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heterogeneidad de las poblaciones de inmunoglobulinas no seleccionadas, y en el
tipo de interacciéon no covalente entre la droga y el anticuerpo. Es probable que
la interaccion entre 5-FU e IgG sea de tipo electrostdtico pues a pH=7.2 una
poblacién de IgG presenta densidad de carga superficial positiva y el 5-FU pre-
senta regiones con densidad de carga negativa, como se muestra en el estudio teo6-

rico de la distribucién electrénica superficial de la molécula de 5-FU (Figura 31).

II) FIJACION DE 5-FU A ANTICUERPOS ANTI-DNP

No se encontré que el 5-FU se asociara a los anticuerpos anti-DNP en
las mismas condiciones fisicoquimicas que lo hacfa con IgG bovina, ni tampoco
a diferentes concentraciones de anticuerpos. Este cambio en el comportamiento
de la droga respecto a la interaccién con los anticuerpos se explica por la selec-
cion de poblaciones de Ig con diferente distribucién de carga superficial debido
a la purificacion de anticuerpos anti-DNP. La variacién de la carga superficial
que sufren los anticuerpos con la purificacién se manifesté por inmunoelectro-
foresis, observindose un cambio en el patrén de migracién de los anticuerpos
anti-DNP respecto a las gammaglobulinas totales (Figura 32).

Con el propésito de extender la busqueda de los conjugados no cova-
lentes droga-anticuerpo, se estudié la influencia del pH y la desnaturalizacion
reversible de los anticuerpos, sobre la fijacién de 5-FU, MTX y CTA a los anti-
cuerpos anti-DNP, con el fin de encontrar las condiciones fisicoquimicas 6ptimas

de la interaccion droga-anticuerpos anti-DNP.
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I1I) EFECTO DEL pH EN LA FIJACION DE 5-FU, MTX Y CTA A ANTI-

CUERPOS ANTI-DNP

En esta parte del trabajo unicamente se encontr6 formaciéon de conju-

gados con anticuerpos anti-DNP y 5-FU a pH=6 y MTX a pH=6 y 7.2.

a)

b)

Conjugados 5-FU-Ac anti-DNP

El hecho de que solo a pH=6 se formen conjugados y no a otros pHs,
sugiere que a pH=6 las moléculas de anticuerpos anti-DNP adquieren mayor
disponibilidad de densidad de carga positiva superficial, permitiendo esto
la interaccién electrostdtica con el 5-FU. Sin embargo, esta interaccion debe
ser muy ldbil pues no se observa al usar otro métodos para demostrar la
formacion de conjugados. Al tratar de separar conjugados 5-FU-anticuerpos
anti-DNP de la mezcla de reaccion por filtracién en Sephadex y por precipi-
taciéon de los anticuerpos en DID, se encontré que la dilucién que ocurre
a través del gel y la difusién en el agar son suficientes para disociar la peque-
fia cantidad de droga que se ha unido a los anticuerpos. Lo mismo sucede
con la seda-DNP, ya que al lavarla después de la incubacién con la mezcla de
anticuerpos anti-DNP y H3?5-FU la radiactividad asociada es igual que en la
seda blanca.
Conjugados MTX-Ac anti-DNP

Estos conjugados se presentan a dos pHs diferentes. A pH=6 se obser-
van dos tipos de conjugados y a pH=7.2 uno s6lo. En ambos casos tienen un
mayor grado de acoplamiento droga-anticuerpo que los obtenidos con 5-FU,

aunque sus constantes de afinidad son mds bajas. Este comportamiento del
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MTX se explica en base a su estructura quimica: es de mayor peso molecular
que 5-FU, y contiene mayor nimero de grupos reactivos. Estas caracteristi-
cas aumentan la probabilidad para interaccionar con las moléculas de anti-
cuerpos, dando valores de n diez a mil veces mayores que para 5-FU.

También en este caso se propone que los conjugados con MTX y anti-
cuerpos anti-DNP son por medio de interacciones electrostdticas. Por el mo-
mento no es posible hacer el estudio de la distribucién electrénica superficial
de esta molécula debido a su tamafio.

Aunque en general los conjugados obtenidos con MTX y anticuerpos
anti-DNP resultaron tener un mejor grado de conjugaciéon (n=4 a pH=6,y n=5
a pH=7.2) no son los indicados para una posible aplicacién terapéutica, puesto
que la cantidad de droga libre necesaria para obtenerlos al 50°/0 de saturacion
es aproximadamente de diez a mil veces superior a la dosis terapéutica que se usa
actualmente (15 a 30 mg). En algunos conjugados no fue posible evaluar

[L] 5 porque las curvas de [L] vs r, presentaron mucha dispersion.
I=.

V) léFECTO DE LA DESNATURALIZACION REVERSIBLE DE LOS AN—
TICUERPOS ANTI-DNP EN LA FORMACION DE CbNJUGADOS CON
5-FU, MTX Y CTA

A diferencia de los anticuerpos anti-DNP desnaturalizados con GuHCI,
los anticuerpos desnaturalizados con calor solo presentan un pequefio cambio en
la rotacién especifica ([a]). Esto se explica en base a que la desnaturalizacién

térmica en ciertos rangos no produce grandes cambios conformacionales. El
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calentamiento puede producir solo alargamientos de ciertas partes de la pro-
teina y/o formacion de cavidades inertes (68), no siendo la rotacién espe-
cifica el mejor método para detectar este tipo de cambios en las moléculas de
proteina.

A nuestro juicio los métodos empleados para detectar la formacion
de conjugados con las tres drogas citotéxicas y los anticuerpos desnaturaliza-
dos reversiblemente no fueron exhaustivos por limitaciones de mercado. Asi
fue que tinicamente se pudo detectar la formacién de un conjugado con CTA y
anticuerpos desnaturalizados térmicamente. No descartando la posibilidad de
que se hubieran formado conjugados con las otras drogas y con anticuerpos
desnaturalizados, tanto por GuHCI como por calor. Es posible que el efecto de
la dilucién en la cromatografia de exclusion y de la difusién en el agar, no permi-
ti6 ver la formacién de algiin conjugado, debido a las cantidades tan pequefias
de anticuerpos que se manejaron y a las bajas actividades especfficas de las dro-
gas tritiadas. Otro problema que se presentd fue la interaccion de MTX y CTA
con la matriz del gel; este efecto se observé en los patrones de eluciéon de ambas
drogas, las cuales empezaron a salir en el volumen de exclusién, lo que pudo

enmascarar pequefias cantidades de conjugados.



CONCLUSION

Recordando que el objetivo de este trabajo era lograr conjugados no
covalentes droga-anticuerpos, podemos concluir que se logré la formaciéon de
conjugados de este tipo con 5-FU e IgG bovina y de 5-FU, MTX y CTA con
anticuerpos anti-DNP, aunque en condiciones fisicoqufmicas diferentes. Para
el caso de los conjugados con CTA y anticuerpos anti-DNP aiin no se determina
el grado de conjugacién de la droga al anticuerpo.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que los conjugados
obtenidos con 5-FU serfan los mds adecuados para un futuro uso terapéutico
en la quimioterapia selectiva de algunas neoplasias por las siguientes observa-
ciones:

1) La dosis terapéutica mdxima empleada actualmente de 5-FU es de 1g diario
durante 5 dfas. No hay un estudio cuantitativo sobre la distribucion y ca-
tabolismo de la droga, pero por medio de una suposicién simple podemos
inferir que en una persona con un peso de 70 kg, y un volumen sangufneo
de 5600 ml, en cierto momento el 5-FU alcanzarfa una concentracion de
.178 mg/ml. Este valor es aproximadamente de mil a diez mil veces mayor
que las cantidades necesarias de 5-FU libre (104, 105 mg/ml) para obtener
los conjugados con 5-FU y anticuerpos.

2) En un sfmil de tumor usando seda-DNP colocada en diversos 6rganos de un
cuyo (71) se encontré que 1 de cada 10 ° moléculas de anticuerpos anti-DNP

llegan a su blanco. Si se administrase una cantidad de anticuerpos anti-DNP
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de 10°M, y pensando en el nimero de Avogadro llegarian a su blanco 1013
moléculas de Ac. Aunque los valores de n obtenidos para los conjugados
son bajos (aproximadamente 10!, 102, 103), tomando en cuenta la obser-
vacion anterior lograrfamos concentros en el peor de los casos (cuando 7 es
aproximadamente 103) en una drea especifica de 7.88 mm? de seda-DNP,
1019 moléculas de 5-FU.

Si ahora tomamos como ejemplo una masa tumoral de 3 a 5 mm,
formada por 2.37 x 10° células de un tamafo promedio de 30u tendrian una
superficie total de exposicion a la droga 853 veces mayor que la seda-DNP
que se usa como blanco “in vivo” (71). Por lo tanto, llegarian al tumor
aproximadamente 10'3 moléculas de 5-FU.

Por lo anterior cabe un cierto optimismo sobre la viabilidad de lograr
concentraciones téxicas de 5-FU en la intimidad de un tumor por medio de los
conjugados - 5-FU-anticuerpos sin alcanzar concentraciones tdxicas en otros
compartimientos orgdnicos.

Para evaluar si los conjugados con 5-FU y anticuerpos son ya un ins-
trumento de valor terapéutico. se propone el uso de un tumor experimental.
E. Celis y colaboradores (72) encontraron que células de mieloma crecidas en
forma de tumor de ascitis en ratones BALB/c sintetizan una glicoproteina supér-
ficial de peso molecular de 160 000 daltones (gp 160). Por lo tanto, se proponc
usar como modelo experimental al mieloma LPC-1 en ratones BALB/c y anti-
cuerpos anti-gp 160 acoplados con 5-FU, lo que nos permitirfa conocer el valor

de los conjugados para la regresion de una neoplasia experimental.
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APENDICE 1

AGENTES CITOTOXICOS QUE HAN SIDO UNIDOS A ANTICUERPOS

Agentes citot6xicos con diversos mecanismos de accién han sido unidos a
anticuerpos por medio de enlaces covalentes y no covalentes (Tabla I) (3).

Agentes alquilantes. Estas moléculas constituyen un grupo de compues-
tos altamente reactivos, capaces de sustituir 4tomos de H en grupos nucleo-
filicos (-NH, -SH) comunes en moléculas biolégicas como protefnas y dcidos
nuclefcos, la gran citotoxicidad de estos agentes se ha atribuido a la formacion
de enlaces intercadenas del DNA a través de la posicién 7 de las guaninas. Los
mds usados para formar conjugados con anticuerpos son clorambucil, trenimon
y PDM (fenilendiamino mostaza).

Antibioticos. Estos ejercen su accién citotéxica por intercalacion en el
DNA al unirse a los polinucle6tidos, blogueando la transcripcién de nuevo
DNA o RNA, y algunos también por modificacién de la superficie celular. Se
han unido a anticuerpos antibiticos antraciclfnicos como daunorrubicina y
adriamicina; 1la bleomicina es un buen candidado para formar conjugados con
anticuerpos antitumorales ya que su orientacién estérica puede permitir uno o

dos grupos amino libres en la superficie que pueden unirse a los anticuerpos.

Antimetabolitos. Andlogos estructurales de metabolitos interfieren con

una amplia variedad de reacciones celulares blogueando directamente el creci-



Tabla I1. AGENTES CITOTOXICOS QUE HAN SIDO

UNIDOS A ANTICUERPOS
SISTEMA DE PRUEBA
AGENTE CITOTOXICO METODO DE ENLACE Y FUENTE DE ANTI-- COMENTARIOS
CUERPOS
Methotrexate Diazo reaccién Leucemia L1210 en - Se prolongé la so-
ratones DBA; Ac de - brevida de rato-
hamster. nes tratados con

”

Toxina diftérica

Diazo reaccion y
carbodiimida.

Tolueno-diisocia-
nato.

Glutaraldehido

Sarcoma de células -
reticulares humanas;
Ac de conejo.

Leucemia L1210: -
Ac de conejo.

Células de rifion de -
mono infectadas con
virus de las paperas:
Ac anti-virus de cu- -
yo.

Células de sarcoma -
de hamster cubiertas
con DNP; Ac anti- -
DNP de conejo.

Células de sarcoma o
linfoma de hamster -
transformadas con -
virus 40 de simio; -
Ac de hamster y co-
nejo.

MTX- Ac y no
con Ig nomnal-
MTX ni MTX so-
lo 0 Ac solo.

MTX-Ac se unie-
ron al tumor in
vitro.

Se prolong? la so-
brevida de rato-
nes inyectados
con células L12
10 y MTX-Ac
comparando con
MTX solo o Ac
solo.

Toxicidad selecti-
va in vitro.

Inhibicién del tu-
mor inyectando
al mismo tiempo
células-DNP y Ac.

Inhibicion parcial
in vivo de inocu-
laciones de célu-
las de sarcoma:
regresion de linfo-
mas establecidos.
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AGENTE CITOTOXICO

METODOS DE ENLACE

SISTEMA DE PRUEBA
Y FUENTE DE ANTI- -
CUERPOS

COMENTARIOS

Glucooxidasa

Clorambucil

Dietil malonimidato

Enlace no covalente

Células HEp-2 y He--
La cubiertas con - -
TNP; Ac anti-TNP de
conejo.

Células HEp-2, HeLa
y HT29 cubiertas- -
con TNP en presen- -
cia de peroxidasa y -
arsfenamina; Ac anti-

TNP de conejo y anti.
-CEA de cabra.

Células de cdncer de -
colon humano; Ac - -
anti-CEA y anti-tu- -
mor de cabra y cone-
jo.

Céncer de colon hu--
mano in vivo e in vi--
tro; Ac anti-CEA de-
cabra purificados por
afinidad.

Carcinoma de Ehrlich
en ratones BALB/c: -
Ac de conejo.

Citotoxicidad se-
lectiva para célu-
las tumorales -
-TNP en presen-
cia de lactopero-
xidasa y I in vi-
tro e in vivo.

Muerte selectiva
de células con el
antigeno apropia-
do in vitro.

Iodinacién selec-
va y citotoxicidad
con enzima-Ac
in vitro.

Localizacién pre-
ferencial de en-
zima-Ac anti-CEA
en tumores que
producen CEA.

Inhibici6n selecti-
tiva del tumor in
vitro e in vivo por
el conjugado y no
por la droga o el
Ac solo ni por la
droga y el Ac sin
unir.



SISTEMA DE PRUEBA

AGENTE CITOTOXICO METODO DE ENLACE YFUENTE DE ANTI-- COMENTARIOS
CUERPOS

Clorambucil Enlace no covalente Linfoma E14 enra-  Inhibicién selec-
tones C57BL; Acde  tiva del tumor in
cone;jo. vitro e in vivo por

”»

”»

Mezclando

Linfoma L2 en rato-
nes AKR: Ac de co- -
nejo.

Células de polioma -
BHK21/C13 trans- -
formadas; Ac de co- -
nejo.

Hepatoma Novikoff-
en ratas Holtzman: -
Ac de conejo.

Melanoma humano -
diseminado: Ac de -
cabra y conejo.

Melanoma maligno- -
diseminado humano;
Ac de cabra.

el conjugado y no
por la droga o el
Ac solo; pero solo
in vitro una ver-
dadera direcci6n
al blanco.

El conjugado mds
efectivo que la
droga y el Ac sin
unir.

Citotoxicidad in-
crementada por la
droga y el Ac
juntos indepen--
diente del enlace.

Igual que arriba.

Regresion en 2/
13 pacientes; pro-
longacién de so-
brevida compa-
rando con un gru-
po tratado con
DTIC.

Resultados no e--
valuables por di-
ferentes modali-
dades en el trata-
miento.
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AGENTES CITOTOXICOS METODO DE ENLACE

SISTEMA DE PRUEBA
Y FUENTE DE ANTI-
CUERPOS

COMENTARIOS

Clorambucil

”»

”»

Trenimon

Mezclando a pH=7.1
por 4 hs (temperatu-
ra ambiente).

Mezclando

Enlace covalente con
ECDI

Enlace covalente con
ditiotreitol

Leucemia de células-
cebadas humanas; - -
Ac de borrego

1 paciente con mela-
noma diseminado; -
Ac autdlogos.

3 pacientes con neu-
roblastoma; Ac de - -
sus padres.

Linfoma EL 4 en ra-
tones C57BL; Ac de
conejo.

Neuroblastoma hu- -

mano; Ac alogénicos.

Sarcoma inducido -
con 3-metilcolantre-
no en hamsters; Ac -
de conejo

Linfoma L5178Y en
ratones DBA; Ac de-
conejo.

Ningin  efecto
con una inyec-
cion de 0.25 mg
de clorambucil li-
gado a 5 mg de
anti-IgE.

Inhibicién in vi-
tro de células tu-
morales autolo-
gas: resultados no
evaluables in vivo.

Inhibicién del tu-
mor in vitro y re-
gresiéon en los 3
pacientes.

Inhibicién del tu-
mor in vivo.

Inhibicién del tu-
mor in vitro y en
un paciente.

Citotoxicidad se-
lectiva in vitro
por el conjugado
comparando con
Ac o trenimon
solos.

Inhibicién selecti-
va del tumor in
vitro e in vivo por
el conjugado com
parando con la
droga o el Ac solo
o droga y Ac sin
unir.
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SISTEMA DE PRUEBA
AGENTE CITOTOXICO METODO DE ENLACE Y FUENTEDE ANTI-- COMENTARIOS
CUERPOS
PDM (Fenilendiami- Sustitucién miltiple Linfoma EL4 enra- Prolongacién de
nomostaza) de la droga en 4c. - - tones C57BL; Acde  sobrevida de rato-
poliglutdmico por - conejo. nes inoculados
carbodiimida, segui- con el tumor y
do por acoplamien- tratados con el
to a Ac por ECDI. conjugado com- -
parando con la
droga o el Ac
solos.
” Sustitucién miltiple ? El conjugado fue

Daunorrubicinay -
adriamicina

Rubidomicina
(daunorrubicina)

de la droga en Dex- -

tran por CNBr, se- -

guido de acoplamien-
to a Ac por glutaral- -
dehido.

Formaci6n de ductos
por reduccién con Na
B4 entre Acy la dro--
ga oxidada con perio-
dato.

Reaccién con carbo- -
diimida.

Formacién de ductos-

por reduccién con Na
B4 entre Acy la dro-
ga oxidada con perio-
dato

Leucemia de células-

B inducida quimica--

mente en ratones - -
SJL, linfoma YAC en
ratones cepa A y plas
macitomaPC5en- -
ratones BALB/c; Ac -
de conejo.

Neuroblastoma huma
no in vitro; Ac alogé-
nicos.

Linforma por virus --
Yac Moloney en ra- -
tones de cepa A; frag
mentos (Fab’), de - -
conejo.

mis efectivo in
vivo que la droga
o el Ac solos o la
droga y Ac sin
unir.

Citotoxicidad se-
lectiva por el con-
jugado comparan-
do con droga
-BSA, droga o Ac
solos, droga y Ac
sin umnir.

100°/o de muerte
de células tumo-
rales.

Retencién de la
actividlad de la
droga y de la es-
pecificidad del
Ac.
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SISTEMA DE PRUEBA

AGENTE CITOTOXICO  METODO DE ENLACE Y FUENTE DE ANTI-- COMENTARIOS
CUERPOS

Fosfolipasa C Glutaraldehido Leucemia Friend en -  Citotoxicidad in

ratones DBA; Acde-  vitro para células
ratones DBA inmuni- de leucemia
zados con células tu-  Friend.

morales formaliniza-

das.

Tabla II. Evaluacién de agentes citot6xicos que han sido unidos a anticuerpos
anti-tumorales. T. Ghose, A.H. Blair., J. Natl C4dncer Inst.: 61, 3:659- .
658, 1978.

Abreviaciones: Ac = anticuerpos, MTX = methotrexate, DNP = dinitrofenol,
TNP = trinitrofenol, BSA = albiimina sérica bovina, CEA = an-
tigeno carcinoembrionario, ECDI = 1-etil-3-(3-dimetilamino-
propil) carbodiimida.
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miento celular, pero estas reacciones no son especfficas de células tumorales,
la administracién de estos agentes en forma de conjugados con anticuerpos an-
titumorales permitiria una mayor selectividad de su toxicidad, por esta razon
se han usado experimentalmente conjugados de anticuerpos con methotrexate
7).

Agentes con actividad sobre superficie celular. La conjugacién de anti-
cuerpos antitumorales con enzimas tales como fosfolipasas venenosas y toxinas
lisogénicas bacterianas serfan ideales, pues no es necesario su internalizacién a
la célula ya que actiian a nivel de superficie celular. La actividad de las fosfoli-
pasa para catalizar hidrolisis de fosfolipidos de superficie celular depende de las
fuentes de la enzima, del origen de la célula expuesta y de las condiciones fisi-
coquimicas que la rodean. Se ha reportado que células de leucemia y linfomas
son susceptibles bajo ciertas condiciones a fosfolipasa A2 de Naja naja y la fos-
folipasa C muestra cierta selectividad citotéxica hacia células tumorales, por lo
que se han usado conjugados de fosfolipasa C con anticuerpos antitumorales
(52).

Inhibidores de sintesis de proteinas. Sustancias como toxina diftérica
que inhibe al factor EF, de la sintesis de proteinas, ha sido unida a anticuerpos
siguiendo los propésitos originales de Erlich (49-51). Los conjugados mostra-
ron selectividad para células tumorales in vitro e in vivo, sin embargo. es una
desventaja su gran tamaiio y la afinidad de la cadena B para membranas plasmai-
ticas en general, lo que hace que los conjugados scan toxicos también para cé-

lulas normales. Una manera de evitar ésto, es unicndo unicamente el fragmen-
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to A que es el inhibidor del factor EF2 y también es menos antigénico. Toxi-
nas vegetales como las lectinas abrin y ricin inactivan a la subunidad 60 S ribo-
somal por medio de su cadena A, deteniendo la sintesis de protefnas y ademds
se ha visto que tienen selectividad t6xica hacia varios tumores tanto experimen-
tales como humanos, por ésto la toxina ricin ha sido unida a anticuerpos anti-
tumorales (51). También se ha sugerido formar conjugados con anticuerpos
y amanitinas y faloidinas, polipéptidos ciclicos derivados de Amanita phalloides
que inhiben a la RNA polimerasa II, y cuando se conjugan con albimina tienen
accion téxica selectiva sobre células neopldsicas de alta actividad fagocftica.
Enzimas que transforman protoxinas a toxinas. Se han usado modelos
de anticuerpos unidos a agentes antineopldsicos no convencionales como glu-
cooxidasa unida a anticuerpos y en colaboracién con lactoperoxidasa (o vice-
versa) convierten selectivamente derivador arsenicales y haluros en agentes ci-

totoxicos en el sitio del tumor (35-37).



APENDICE 1II

FIJACION DE MOLECULAS PEQUENAS A MACROMOLECULAS

Varios modelos te6ricos pueden ser usados para describir el fenémeno
de interaccién de pequefias moléculas con macromoléculas. La descripcion
matemdtica de la formacién de complejos estd basada en la teorfa del equili-
brio multiple. Las cantidades experimentales de interés en el estudio del equi-
librio multiple son la relacién molar de unién, definida como el numero prome-
dio de moles de ligando unido por mol de protefna, y la concentracién de li-
gando en equilibrio con el ligando que estd formando el complejo. Estas dos
cantidades determinadas experimentalmente permiten calcular las constantes
de asociacién del ligando por el sitio o sitios en la protefna y también la energia
libre de la formacién del complejo. Cuando el enlace es medido como una
funcién de la temperatura, otras cantidades termodindmicas, tales como ental-

pfa y entropfa de enlace también pueden ser determinadas.

1. Modelo de Scatchard (62)
Si una molécula de protefna tiene n sitios de fijacién idénticos e indepen-
dientes, la reaccion puede ser descrita por:

k
P+ A *1 PA

k, N

La velocidad de formacién del producto es:



92

=k, [P] [A]
y la velocidad de disociacion:

v, =k  [PA]
en el equilibrio v, =V, por lo tanto:

k, [PI[A] = k, [PA]

k, [P] [A]

donde K es la constante de asociacién o de afinidad en el equilibrio.
Estableciendo que n[Pt] = [P] + [PA]
donde [P;] es la concentracion total de protefna tenemos que n[Py]
= [So] la concentraci6n inicial total de sitios de fijacion.
Por lo tanto:
[P] = [So] — [PA]
sustituyendo lo anterior en la ecuacién (5):

Ko [PA]
(I1So] — [PA]) [A]

y finalmente rearreglando términos para obtener una forma lineal:

[PA]l _ K [Se] — K[PA]
[ A]

(2)

(3)

4)

(5)

(6)

(7)

(8)

®

Esta ultima ecuacién llamada de Scatchard también puede expresarse

de la siguiente manera:

Pl _ x(Se] — K[P]
[L]

(10)



donde [P] es la cantidad de ligando pegado a los sitios de fijacién y'[L] es
la cantidad de ligando libre. Y una gréfica de la ecuacién (10) nos permite
estimar a la constante de asociacién K y a la concentracion total de sitios

de fijacion [So ].

II. Modelo de Klotz (63)
Ecuacién general para determinar el grado de fijacion de un ligando
A a una Proteina. Una medida conveniente para el grado de combina-
cion de A con la protefna es:

moles combinados de A r a)
moles totales de Protefna

Puesto que el nimero de moles combinados de A es:
[PA] + 2 [PA,] + 3 [PA;] +...+ i[PA] +.. 4 n [PA_ ] nosotros
podemos escribir:

_ [PA] + 2 [PA]] +...+ i [PA] +...+ n [PA ] Q)
[P] + [PA] + [PA ]+...+ [PA] +.. .+ [PA ]

r

En el equilibrio tenemos que:

B
P+ A —PA

PA + A —— PA,

3)
PA,, + A > PA,

PA ,+A _ PA
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Estos equilibrios pueden ser representados también en ecuaciones que

definen sus constantes de equilibrio K.

PA
g - Al @
[P] [A]
[PA, ]
K, = —— (5)
[PA] [A]
[PA;]
K, = A (6)
[PA;.; 1 [A]
PA
(oA o
[PA, ] [A]

De esas ecuaciones podemos obtener las siguientes relaciones:

[PA] = K, [P] [A] ®)
[PA,] = K, [PA] [A] = KK,[P] [A]? ©)
[PA]] = K, [PA,,] [A] = (K,K,..K)I[P] [A] (10)

[PA_] =K_ [PA_,]I[A] = (KK,.. K. .K )[P] [A]® (11)
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Relaciones entre las constantes de equilibrio en ausencia de interac-
ciones.
Si todos los sitios de fijacion son independiente entre si y tienen la

misma afinidad intrfnseca por A, entonces las constantes de equilibrio

Kl .. .K_ estdn relacionadas. Estas relaciones pueden ser obtenidas facil-
mente por aplicacion de las reglas de combinaciones y permutaciones.

Si representamos a la molécula P en n sitios para la unién de moléculas

A de la siguiente forma:

Es aparente que hay n posible formas de PA, dependiendo del sitio par-
ticular de P, al cual A estd unido. Estos complejos pueden ser distinguidos
por la notacion ]PA e 2PA e nPA, el nimero subscrito a la iz-
quierda indica el sitio particular sobre P al cual A estd unido.

Si las afinidades intrinsecas de los sitios son idénticas, entonces la cons-
tante de equilibrio, K, para la combinacién

P+ A’_’<—-‘]PA (12)
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es la misma para la reacciéon

P+ A PA (13)
asi
_ _LeAl  LPAL LPAT gy
P] (Al [P] (A] [P] (A]
ya que
[PA] = [,PA] + [,PA] +-- ..+ [,PA] (15)
la ecuacién (4) es:
_[pA] [,PA] + [PA] + -- ..+ [,PA]
Al [p] [A)
o
K, =K+K+...+K= K (16)

Asi tenemos una relacién entre K] y la constante intrfnseca K. Una re-
lacion similar puede ser obtenida entre K, y K. Si examinamos el complejo

PA, se encuentra que hay n(n-1) formas posibles dependiendo de las com-
2

binacién particular de dos sitios sobre P a los cuales estin unidos dos molé-

culas de A. La cantidad n(n-1) es derivada de la relaci6n algebraica del nu-
2

mero de posibles combinaciones de n sitios tomados a un tiempo.

n!
nC = ———— aa7n
m m! (n-m)!

Este tipo de tratamiento puede ser generalizado a la constante Ki.
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[PA;]
K, =
' [PAL,] [A]

Para obtener la relacién entre Ki y la constante intrinseca K, podemos
d%erminar primero el nimero de posibles formas del complejo PAi. Otra
vez el problema es esencialmente cuantas combinaciones de n sitios de fi-
jacién son posibles si tomamos i de ellos a un mismo tiempo.

Aplicando la ecuacién (17) tenemos que hay n! formas diferentes

i! (n-1)!
del complejo PAi. Cada una de estas formas APA; estin presente en una
concentracién igual a cualquier otra forma de PAi. Operaciones similares
nos permiten llegar a la conclusiébn que hay n! formas diferentes del
G-D! [nG-DH]!

complejo PA, ;. Cada una de estas formas 9PA, ;, estdn presentes en una

concentracion igual a cualquier otra forma de PA, ;. Por lo tanto:

n!
K i!(n-i)! (APA.)
! n! (3PA, ;) (A)

(-1)! (n-i+1)!

G-1)!(n-i+1)! K

i(n-)

[G1)GE2)...] (n-i4 1)(n-i)(n--1)...]
[iG-1) G-2)...] [ (nd) (n--1) .. ]

K (18)
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ni+ 1

i i K (19)

As1 nosotros tenemos una relacion general entre la constante experimental
K, para la formacién de i ésimo complejo, PAi y la constante de afinidad
intrinseca K.

Ahora si sustituimos las ecuaciones (8-11) en la ecuacién (2) tenemos:

K, [P1[A]+ 2K, K, [P [AP +.. +i(K K,.. K)[P1[A] +...
r 3

[P1+ K, [PI[A]+.. + (K,K,.. K)[PI[AT +...

()

_ K, [A1+ 2K K, [AP +.. +i(K,K,.. K)[A] +.. +nK K,.. K JA]"

T
i+K, [Al+ KK, [AF +.. .+ K K,...K)[A]'+.. +(KK,.. K)AT"

(20

Si cada uno de los sitios tiene la misma afinidad intrinseca para A y
ademas son independientes entre si, entonces las constantes individuales,

K1 s Kz, ce. Kn de la ecuacién (20) pueden ser sustituidas por la ecuacién

(19).

nK[A]+3’;!"—'” K2[AP+.. +

.n(n-1). . .(n--1)
I .

. . n!
il K'[A)+.. .+nn—! K"[A]"

Tr=

1+nK[A]+ n(:#l(z [A]+. . + n(n-1). ..' An-i+1)
< ’ il

. )
Ki[A]'+. . .+"—" K"[A]"
n!

(21)
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Refiriéndonos al teorema del binomio vemos que el denominador de la
ecuacién (21) es el desarrollo de
(1 +K[A]) (22)
Posteriormente si [A] es factorizada en el numerador de la ecuacién (21)
obtenemos la derivada del denominador con respecto a [A]

numerador = [A] E?A_] denominador = [A]a_[?q (1+KI[A])"

= [A] nK (1 + K[A]D™! (23)

Tomando en cuenta las relaciones en las ecuaciones (22) y (23) nosotros

obtenemos:
n-1 —
. [A] nK (1 + K[A]) 6 r = nK[A] 24)
(1 + K[AD" 1+K[A]

rearreglando términos:

1_ 1 1 , 1

T KA n (25)
y

r _ Kn — Kr (26)

Las 2 ultimas ecuaciones proporcionan una relacion lineal que puede ser
usada en la evaluacién de las constantes n y K.

Sin embargo, cuando se hacen los trazos de Klotz y de Scatchard con
datos experimentales es posible apreciar la existencia de dos tipos genera-

les de desviaciones: negativas y positivas (Figura 1).



FIG. I

L 1 T T
4

[PA] [

SCATCHARD KLOTZ

¢ -

Figura 1. Desviaciones de los trazos de Scatchard y Klotz que pueden ongmarse por 1nteracc1ones entre los sitios de fijacion.

Bl ¢ramn A anecrcnmands o febmarcntmeman
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Las desviaciones se originan de interacciones durante el proceso de fija-
cion o por heterogeneidad entre los sitios de fijacién. La interaccién entre
los sitios de fijacién en la misma macromolécula puede deberse a:

a) Interferencia estérica entre moléculas enlazadas;

b) interacciones electrostdticas originadas del incremento de carga sobre la
macromolécula entre mds ligando cargado enlaza;

c) cambios conformacionales del anticuerpo por interaccién con el ligando.

En un intento de suministrar una descripcién cuantitativa de la hetero-
geneidad energética de los sitios de fijacién Karush y Sonnenberg (64) pro-
pusieron una funcién de distribucién tipo gaussiana donde K es una cons-
tante de equilibrio promedio correspondiente al mdximo de esa distribu-
cioén. Sips (65, 66) demostré que la ecuacién que satisface la distribucion
se aproxima a la ecuacioén propuesta por Karush, y se expresa de la siguiente

forma:

_r _ KI[AP (27)
1-r

en donde a es un fndice de la desviacion.

La ecuacién 27es posible linearizarla

log_r _alogK+alog[A] (28)
I

Cuando a es igual a uno, la ecuacién se reduce a la forma familiar para
sitios idénticos no interaccionantes y, en general, cuando a es diferente a
uno refleja la heterogeneidad de la poblacién de sitios de fijacién, generada

en el transcurso de la reaccion o ya existente en el sistema.
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Asi que para nuestros propoésitos de estimar sj alguna droga citotoxica se
asocia a los anticuerpos nos interesa el numero de sitios para esa droga en
una poblacion de anticuerpos ([So]) y su constante de afinidad (K). [So]
se calcula por la intercepcion de [P]/[L] en el eje de [P] en el trazo de
Scatchard (Ecuacion 6) y K en la intercepcion de la regresion de log r/l-r

en log [A] de Sips (Ecuacion 28).
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de una curva de fijacion.

Puesto que las moléculas de protefna constituyen una especie cargada
no difusible, la difusién de especies i6nicas difusibles entre las cdmaras estd
sujeta al efecto Donnan. En la prdctica este efecto es reducido a un valor des-
preciable en soluciones isotOnicas, las cuales son usadas normalmente en el
manejo de anticuerpos. En general, una fuerza iénica de 0.1 es suficiente
para hacer insignificante el efecto Donnan.

El tiempo requerido para alcanzar el estado de equilibrio varfa con la
temperatura, la naturaleza del ligando y la distribucién de éste entre las for-
mas libres y pegadas. El tiempo minimo en alcanzar el equilibrio puede ser
determinado dializando soluciones de ligando contra el solvente y midiendo
sus concentraciones en ambos lados de la membrana, en funcién del tiempo.

Periodos largos son generalmente convenientes para asegurar que se al-
canz6 el equilibrio.

Es necesario trabajar con bajas concentraciones de ligando porque las
concentraciones usadas de protefna son pequefias. Si la concentracién de li-
gando excede grandemente a la concentracion de protefna, la concentracién
de ligando pegado necesariamente serd baja en relacion a la concentraciéon de
ligando total y la diferencia de concentraciones en uno y otro lado de la mem-
brana serd pequefia para medirla con exactitud. Por lo anterior la concentra-
cién del ligando debe ser del mismo orden de magnitud o menor que la con-
centraciéon de protefna. Por esta razén, para didlisis en equilibrio son general-

mente usados ligandos radiactivos o que absorban fuertemente en la region



APENDICE 1l

DIALISIS EN EQUILIBRIO

Este método estd basado en la impermeabilidad de una membrana de
didlisis (celulosa) a una macromolécula y a la difusion libre de un ligando (mo-

lécula pequeiia) a través de la membrana.

En esencia, el método consiste en poner un volumen de proteina de
concentracion conocida en un compartimento separado de otro por medio de
una membrana semipermeable y en el otro, un volumen de ligando de concen-
tracién conocida. Tanto la protefna como el ligando se encuentran en el

mismo solvente.

Después del equilibrio se miden las concentraciones de ligando en ambos
compartimentos, suponiendo que la concentracién del ligando libre en el lado

de la cimara que contiene la protefna es igual al que se encuentra en la otra
cdmara que no tiene proteina.

El valor de la concentracién en la cdmara sin protefna representa el li-

gando libre en equilibrio y el valor en la otra cdmara representa el ligando to-
tal, o sea, el que se ha pegado en la protefna y el que se encuentra libre.

La concentracion molar de ligando libre la representamos por [L] en la

ecuacion de Scatchard (Apéndice 1I) y la concentracion molar de ligando
pegado por [P].
Una serie de estos pares de valores, es obtenida para un rango apropiado

de ligando, entonces los datos pueden ser tratados de manera que su trazo nos
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visible.

El método de didlisis en equilibrio estd limitado para ligandos que sean
suficientemente pequefios para difundir libremente a través de la membrana,
también la protefna estd sujeta a un limite determinado en cuanto a su ta-

maiio.



APENDICE 1V

DESNATURALIZACION REVERSIBLE DE ANTICUERPOS

Buscando aumentar el nimero de moléculas citotéxicas acarreadas
por una molécula de anticuerpo se pens6 desnaturalizar reversiblemente a ésta,
en presencia del agente citot6xico. Se anticipaba que la desnaturalizacion re-
versible expondrfa una mayor drea de interaccién para la droga. Esto se basa
en el cambio conformacional de la molécula de anticuerpo por la desnaturali-
zaciébn ocasionando que se establezcan mayor nimero de interacciones con
otros grupos reactivos que antes estaban ocultos.

La desnaturalizacion se puede definir como cualquier modificacion de
la estructura secundaria, terciaria o cuaternaria de una protefna excluyendo
cualquier rompimiento en su estructura primaria. Al desnaturalizarse la con-
formacion de las moléculas se vuelve mds extendida o abierta, semejando un
proceso de desdoblamiento en el cual la estructura se vuelve desorganizada.
Hay excepciones a lo anterior, pues algunas protefnas en estado desnaturali-
zado tienen conformacién ordenada, pero para llegar a ésta han pasado por
conformaciones desordenadas (67, 68).

Los principales estados desnaturalizados son:

a) Enrollado al azar lineal, donde estdn rotas todas las interacciones interiores

fijas no covalentes.

b) Enrollado al azar con enlaces cruzados de disulfuro, ¢n este estado desnatu-
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ralizado la protefna ha perdido toda su estructura no covalente mientras
los enlaces disulfuro permanecen intactos.

c) Estado incompletamente desordenado con estructura residual, es probable
que aqui muchos grupos hidrofébicos estén protegidos del contacto con
el solvente en la region estructurada residual.

d) Estado con alto contenido de hélice, posee una conformacién ordenada
pero totalmente diferente de la estructura nativa.

e) Complejo con micelas de detergente, produciéndose en esta caso un estado
solo parcialmente desordenado y las porciones ordenadas parecen capaces
de formar estructuras micelares que contienen alta relacién de detergente
a cadena lateral de protefna.

Ademds de estos estados desnaturalizados hay muchos otros que son es-
peciales de alguna protefna que pueden aparecer como productos estables
en la desnaturalizaciébn con 4cidos o 4lcalis o como estados intermedios esta-
bles o parcialmente estables en otros procesos de desnaturalizacién.

La desnaturalizacién de protefnas se puede llevar a cabo por medio de
agentes fIsicos y qufmicos:

Agentes fisicos. Uno de los mds comunes es el calor, también por pre-
sién hidrostdtica alta, tratamiento mecdnico, ondas ultrasénicas, envejecimien-
to, radiaciones, esparcimiento superficial formando capas monomoleculares

insolubles.
Agentes quimicos. pH, iones metdlicos, muchos compuestos orgdnicos,

entre los mds frecuentes estdn urea. clorhidrato de guanidina y detergentes ta-
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les como alquilsulfatos y menos frecuentes los compuestos alifdticos, colo-
rantes, enzimas y sustratos.

Una reaccién de desnaturalizacion es claramente reversible si puede recu-
perarse la estructura nativa. La reversibilidad de la desnaturalizacién depende
del tipo de protefna, del tratamiento de desnaturalizacién y del agente desna-
turalizante. Siempre es diffcil averiguar si la protefna nativa y la renaturaliza-
da son idénticas, sin embargo, la desnaturalizacién de una protefna por un de-
terminado agente desnaturalizante puede ser reversible o no de acuerdo al cri-
terio de desnaturalizacién escogido. En la mayorfa de los casos la desnatura-
lizacion es reversible solamente con referencia a ciertas propiedades.

Las inmunoglobulinas fueron las primeras protefnas oligoméricas que se
utilizaron para regresarlas a su estado nativo después de desnaturalizacién
hasta un estado completamente desordenado y con enlaces intercadena e in-
tracadena rotos. Se han llevado a cabo muchos experimentos sobre desnatu-
ralizacién reversible de inmunoglobulinas (67, 68 y 69). El procedimiento
general que se ha utilizado para efectuar la desnaturalizacién hasta un enrollado
al azar, y después la renaturalizacién ha sido el siguiente: después de obtener
gammaglobulinas o de preparar anticuerpos especfficos o fragmentos Fab puri-
ficados a los que se les ha determinado algunas propiedades como rotacién 6pti-
ca, velocidad de sedimentacién, habilidad de combinacién con el antfgeno,etc.
se procede a desdoblarlos con urea o con clorhidrato de guanidina. El crite-
rio utilizado para determinar la magnitud del desdoblamiento ha sido en la ma-

yoria de los experimentos efectuados medidas de dispersion 6ptica rotatoria,



109

estudios de equilibrio de sedimentacion y pérdida de actividad biol6gica. La
renaturalizacion se lleva a cabo por remocién lenta del agente desnaturalizante
por dilucién y/o por didlisis. El material redoblado se prueba para demostrar
la recuperacion de sus propiedades nativas.

Karush (67) efectué la desnaturalizacion de moléculas de anticuerpo por
accion de urea 8M, los anticuerpos regresaron a su forma globular por remo-
cién de la urea por didlisis y recuperaron casi toda su actividad original (SQ-
90°/0) pero el desdoblamiento no fue completo, pues urea 8M no es sufi-
ciente para desdoblamiento completo. Buckley y col. (70) encontraron que
s6lo el cloruruo de guanidina hidratado es capaz de producir completo desdo-
blamiento de fragmentos Fab de anticuerpos anti-albumina juzgindolo por
medidas de rotacién Optica y velocidad de sedimentacion (Figura 2), la inver-
sion del desdoblamiento se hizo por remocién lenta de la guanidina por didlisis
recuperdndose del 70-80°/0 de su habilidad para combinarse con el antigeno.
El clorhidrato de guanidina conduce a la ruptura de todos los enlaces no
covalentes destruyendo la estructura secundaria, lo cual implica la destruccién
inicial de la estructura terciaria llevando a las inmunoglobulinas hasta un estado
de enrollado al azar sin estructura no covalente residual con enlaces cruzados
disulfuro. Este estado transcicional permitirfa la exposicion de residuos de
aminodcidos antes ocultos siendo ésto favorable para promover la interaccion de
drogas citotoxicas con estos residuos, intercambidndose con el agente desna-
turalizante durante su remocioén, quedando la droga atrapada al recuperar la

inmunoglobulina su estructura terciaria formindose de esta manera comple-
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Figura2. Desdoblamiento de fragmento 1 (Fab) no especifico, medido por rota-
cion Optica a concentracion de proteina de 0.150.5 gm/100 cc, pH 5.5
y 15°C. Los circulos y tridngulos abiertos representan datos obtenidos
con fragmento I. Los circulos y tridngulos llenos se obtuvieron con
Fragmento 1 totalmente desdoblado (a 5°C) y después redoblado por
remocién lenta de la guanidina. Los datos correspondientes similares
a25°C. (Buckley et al. Biochem. 50:827-834, 1963).
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jos de inclusién droga-anticuerpo. Otra manera de que se formen dichos
complejos serfa por cierto desdoblamiento de los anticuerpos al aplicarles calor
y posterior colapsamiento por enfriado rdpido a baja temperatura estando la
droga presente. La desnaturalizacién térmica es una combinacién de repul-
siones coulémbicas y vibraciones térmicas que causan un alargamento ineldstico
de partes de la molécula de protefna. Las moléculas de agua tienen un papel
importante en la desnaturalizacién térmica, la estructura de enlaces de hidré-
geno de muchas protefnas tienen s6lo estabilidad marginal en solucién acuosa
debido a las propiedades de enlace de hidrégeno del agua, esta ligera estabilidad
puede destruirse por calentamiento, los enlaces de hidrégeno internos pueden
ser reemplazados por enlaces de hidrégeno externos con el agua y ésto sugiere
que si estd presente una droga citot6xica con posibilidad de interaccionar por
puentes de hidrégeno debido a su estructura quimica también podrd reemplazar
a estos enlaces de hidrégeno internos y que al recuperar la protefna su estabili-
dad nativa, algunas moléculas de droga quedarfan atrapadas formando un

complejo droga-anticuerpo.
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