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RESUMEN: Se determind la constante de afinidad (Kaf) de seis
anticuerpos monoclonales: anti B-GCH (4G1-C5); anti T4 (F8-B9); anti
IgE (IgEl e IgE2); anti HBsAg (Hep-1, 3F1-F3) con el empleo de un
método inmunoenzimatico adaptado para el sistema ultramicroanalitico
(SUMA). Este método emplea placas de reaccién de poliestireno con
pocillos que requieren de volimenes muy pequefios, tanto de muestra como
de reactivos, del orden de 10 pL y conjugados enzimaticos cuyos sustratos
fluorigénicos posibilitan incrementar la sensibilidad de las mediciones. La
lectura, procesamiento y almacenamiento de los resultados se realizan
automéaticamente en un tiempo breve. Las placas de ultramicroELISA
sensibilizadas con varias concentraciones de cada antigeno se incubaron
con el anticuerpo monoclonal correspondiente, con la adicién posterior de
conjugado anti-lgG murina/Fosfatasa Alcalina y se revelo la reaccion con
un sustrato fluorigénico (4-metilumbeliferilfosfato). La concentracion que
corresponde al 50 % de la fluorescencia en cada una de las curvas
sigmoides obtenidas para cada anticuerpo se empled para el calculo de la
Kaf segdn la formula:
Kaf= (n-1)/2 (n[Ab']t - [Ab]t) donde: n = [AgJt/[Ag]t.

Los resultados obtenidos demostraron que los seis anticuerpos mono-
clonales ensayados tienen una alta afinidad por sus ligandos con valores

que oscilaron entre 108 y 109 L/mol. Este método es rapido, reproducible y
de facil ejecucion y manipulacion.

ABSTRACT: Affinity constant of six monoclonal antibodies was
determined: anti -hCG (4G1-C5), anti T4 (F8-B9), anti IgE (IgEland
IgE2), anti HBsAg ( Hep-1 and 3F1-F3) using an immunoenzimatic
method adapted to ultramicroanalytical system (SUMA). UltramicroELISA
plates sensitized with several concentrations of each antigen, were
incubated with the corresponding monoclonal antibody. Conjugate anti-1gG
murine/ Alkaline Phosphatase was added and the reaction was revealed
with a fluorigenic substrate (4-methylumbelliferylphosphate). The concen-

tration that corresponds to the 50 % of
flurescence in each of the sigmoid
curves obtained for each antibody,
was used to calculated Kaf, according
to the formula:

Kaf= (n-1)/2 (n[AbTt - [Ab]t)

where: n = [Ag]t/[Agt.
Results showed that the six mono-
clonal antibodies assayed have present
high affinity because their ligands

oscilated between 108 y 109 L/mol.
This method is quick, reproducible
and it is easy to automate and develop.

INTRODUCCION

En la pasada década, se incrementd
el uso del concepto de afinidad de un
anticuerpo por su ligando en el
andlisis de los fendmenos inmuno-
ldgicos. Aparejado a esto se ana-
lizaron a los factores que influyen en
la afinidad de los anticuerpos,
particularmente la diversidad, la
regulacion de la respuesta humoral, la
multivalencia y otras propiedades
relacionadas. '

Desde
Las primeras discusiones sobre la
afinidad de los anticuerpos por sus
ligandos, se le dio mayor énfasis a
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a la naturaleza y significacion cuan-
titativa de las fuerzas moleculares
que involucran aspectos termodi-
namicos en la reaccién reversible
antigeno-anticuerpo. Las fuerzas que
estabilizan esta unién son no
covalentes y estan determinadas por
la naturaleza quimica del solvente,
entre ellas se encuentran: uniones
electrostaticas, puentes de hidro-
geno, fuerzas de van der Waals y
fuerzas de dispersion de London."**

La determinacion de la constante
de afinidad (Kaf) se puede realizar
por diferentes métodos que incluyen,
el equilibrio de didlisis, la electro-
foresis capilar y la emision de
quenching de fluorescencia y maés
recientemente los ensayos inmuno-
enzimaticos, la resonancia y los
biosensores dpticos. >*°

La ley de accién de masas provee
las bases para el célculo de la Kaf de
un anticuerpo en ensayos en fase
solida, y un gran ndmero de
ecuaciones matematicas se han de-
sarrollado para facilitar los calculos
experimentales de la Kaf en la
interaccion antigeno-anticuerpo. Las
més empleadas son las descritas por
Scatchard (1949) y Erp vy
colaboradores (1991). **2

En 1987 Beatty y colaboradores
desarrollaron un método para la
determinacion de la Kaf empleando
un ensayo inmunoenzimatico no
competitivo, basado en la concen-
tracion de anticuerpo que corres-
ponde al 50 % de la densidad Optica
en las curvas sigmoides que son
obtenidas en el inmunoensayo.™

En este trabajo presentamos los
resultados de la aplicacion de este
método a un ensayo inmuno-
enzimatico empleando la tecnologia
SUMA para la determinacion de la
Kaf a seis anticuerpos monoclonales
(AcM), tres de los cuales fueron
obtenidos y producidos en nuestro
laboratorio (AcM FIV-hCG/4G1-
C5(2), FlI-HBsAg/3F1-F3(2), FlI-
T4/F8-B9(2)) vy los restantes (AcM
hep-1, anti IgE1 y anti IgE2) se
obtuvieron en el Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologia
(CIGB).

MATERIALES Y METODOS

La determinacién de la constante
de afinidad (Kaf) se realiz6 median-

te una modificaciéon del método
descrito por Beatty para ser
empleado en el sistema

ultramicroanalitico (SUMA)."

Fase s6lida

Las placas de ultramicroELISA
fueron sensibilizadas empleando los
siguientes antigenos:

e Gonadotropina coriénica
humana (GCH) a cuatro
concentraciones diferentes: 10;
5; 25y 1,25 Ul/mL para el
AcM anti B-GCH.

e Antigeno de superficie del virus
de la hepatitis B (HBsSAg
natural) a las concentraciones
de 200, 100, 50 y 25 ng/mL
para los dos AcM anti HBsAg.

e  Anticuerpo policlonal anti IgE a
10 pg/mL y posteriormente se
sensibilizaron las placas con el
estindar de IgE a las
concentraciones de 200, 100, 50
y 25 Ul/mL para los
monoclonales anti IgE humana.

e Tiroxina (t;) acoplada a
ovoalbimina a cuatro
concentraciones diferentes 1;
0,5; 0,25 y 0,125 ng/mL para el
AcM anti-t,.

Anticuerpos Monoclonales

La estandarizacion de este
método se realiz6 con el anticuerpo
monoclonal anti B8-GCH obtenido y
producido en nuestro laboratorio
denominado FIV-hCG/4G1-C5(2),
posteriormente se emplearon dos
AcM con la misma especificidad
(anti HBsAQ); el Hep-1 (obtenido en
el CIGB) y el FI-HBsAg/3F1-F3(2)
producido en el Centro de
Inmunoensayo (CIE).

También se utilizaron los
anticuerpos anti IgE humana (IgEl e
IgE2) obtenidos en el CIGB vy el
AcM anti- t, (FI-T4/F8-B9(2))
producido en el CIE.

Se utilizaron diluciones seriadas
de cada anticuerpo monoclonal que
oscilaron desde 32 hasta 0,0391
pg/mL.

Conjugado

Se utiliz6 un conjugado de
anticuerpos IgG de carnero anti-lgG
(total) de ratén purificados por
afinidad y conjugados a la enzima
fosfatasa alcalina, producido en el
Laboratorio de Purificaciones del
CIE.

Procedimiento del ensayo

Se realiz6 en placas de ultra-
microELISA, con un volumen de
reaccion de 10 pL. La dilucién de
los antigenos se realiz6 en di-
solucién  carbonato-hidrdgenocar-
bonato de sodio 0,2 mol/L pH 9,6 y
se incubaron las placas presen-
sibilizadas 18 h a 4 °C para GCH y
t, y a temperatura ambiente para el
HBsAg.

En el caso de la evaluacion de los
anticuerpos anti IgE se empleé un
ensayo de captura del antigeno (IgE
humana); sensibilizando las placas
con anticuerpo policlonal anti IgE a
10 pg/mL en disolucion carbonato-
hidrégenocarbonato 0,2 mol/L pH
96 durante 18 h a 37 °C vy
posteriormente se adiciond el estan-
dar de IgE a las concentraciones
anteriormente mencionadas.

Posterior a la incubacién del
recubrimiento se realizé el lavado de
las placas empleando el lavador de
la Serie MAS 301 ajustado a un
ciclo de lavado con la disolucion
salina-fosfato de sodio 0,01 mol/L;
pH 7,2. Las diluciones de los
anticuerpos en evaluacion se realizé
con la disolucion salina-fosfato de
sodio 30 min. antes de ser aplicada
en la placa de reaccion. Una vez
aplicada las diluciones de los
anticuerpos, las placas fueron
incubadas durante 1 h a 37 °C en
cdmara humeda; posterior a la
incubacion se realizaron 4 ciclos de
lavado con disolucion tris-HCL 0,5
mol/L pH 8,0; para eliminar los
componentes no fijados.

La diluciébn del conjugado
empleada para los AcM anti IgE fue
de 1:000 (0,17 pg/mL), para los
anticuerpos producidos en nuestro
centro fue de 1:5000 (0,2 pg/mL) y
1:2000 (0,5 pg/mL) para el
anticuerpo monoclo-nal Hep-1. La
incubacién del conju-gado se realizo
en cdmara humeda durante 1 h a 37
°C y el lavado de las placas se
realiz6 segun el proce-dimiento
descrito en la etapa ante-rior. El
sustrato fluorigénico emplea-do para
el revelado de la reaccion fue el 4-
metilumbeliferrilfosfato y se incubo
durante 30 min. a temperatura
ambiente.

La lectura de los valores de
fluorescencia se realizaron en el lec-
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tor PR-421 de la Serie SUMA
utilizando el programa fotémetro.

El ensayo se realizé durante tres
dias consecutivos empleando tres
réplicas y se determind la Kaf segln
la formulacién realizada por
Beatty."® La media de los valores de
fluorescencia obtenidos se repre-
sentaron en un eje de coordenadas
en funcién del logaritmo de la
concentracion de anticuerpo para
obtener una serie de curvas
sigmoides.

La determinacion de la Kaf se
realiz6 a partir de la concentracion

de anticuerpo correspondiente al
50 % de fluorescencia y se relacion6
cada una de las curvas con la
obtenida a la mayor concentracion
de antigeno. Para el célculo se
empled la formula siguiente:

Kaf = (n-1)/2(n[Ab]t-[Ab]t)
donde: n = [Ag]t/[AgTt

[AbJt = Concentracién total
de anticuerpo que corresponde al 50
% de fluorescencia en la curva con
la mayor concentracién de antigeno
de recubrimiento.

[Abt = Concentracién total

de anticuerpo que corresponde al
50 % de fluorescencia en la curva
que se compara.

RESULTADOS Y DISCUSION

La concentracion de antigeno y
anticuerpo fueron las adecuadas ya
que a las mismas se obtuvieron
sigmoides bien definidas como
puede observarse en las figuras 1, 2,
3, 4,5y 6. Los resultados obtenidos
para cada anticuerpo, demuestran la
reproducibilidad de este método.

Fig. 1 Constante de Afinidad AcM Anti -.BGCH (FIV-hCG/4G1-C5(2)).
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Fig. 2. Constante de Afinidad AcM anti HBsAg (Hep-1).
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Fig. 3. Constante de Afinidad AcM Anti HBsAg (FII-HBsAQ/3F1-F3(2)).
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Fig. 4. Constante de Afinidad AcM Anti IgE (IgE1).
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Fig. 5. Constante de Afinidad AcM anti IgE (IgE2).
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Fig. 6. Constante de Afinidad AcM Anti T4 (FII-T4/F8-B9(2)).
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En la tabla 1 se muestra los
resultados de la Kaf promedio,
obtenida en cada uno de los tres
ensayos consecutivos correspon-
dientes a cada anticuerpo mono-
clonal. Estos resultados permiten

afirmar que los anticuerpos
monoclonales ensayados presentan
una alta afinidad de unién a su
ligando, ya que esta reportado que
valores de Kaf que oscilen entre

10 8y 10 10 /M son de anticuerpos

Tabla I. Valores de la Kaf de los AcM ensayados por ultramicroELISA.

que presentan una alta afinidad y

valores entre 1011 y 1014 son
anticuerpos de muy alta afinidad de

union a su ligando.

7,8,10,14

Anticuerpos FIV- Anti-HBsAg | FII-HBsAg/ | Anti-IgE Anti-IgE FII-T4/F8-
Monoclonales hCG/4G1- (Hep-1) 3F1-F3(2) (IgE1) (IgE2) B9(2)
(AcM) C5(2)

Constante de 1.96+0.46 [4.33+0.88 [1.70+013 [1.99+0.76 [2.80+041 [1.66+0.32
Afinidad (Kaf) x 10° L/IM x 10° L/M x 108 L/IM x 10° L/IM x 10° L/IM x 108 L/IM

El valor de Kaf obtenido por
nuestro ensayo para el AcM Hep-1
fue corroborado por un ensayo
similar realizado en el CIGB donde

se obtuvo una Kaf de 3,5 x 109 L/M
por lo que podemos afirmar que el
ensayo adaptado por nosotros pre-
senta similares resultados que los
obtenidos por MICROELISA.

Los resultados satisfactorios pre-
liminares obtenidos en la fase de
ajuste y validacion por el
Laboratorio de Hepatitis del CIE
para el empleo del monoclonal FI-
HBsAg/3F1-F3(2) en el estuche
diagnéstico UMELISA HBsAg se
explican en parte por el valor de la
Kaf de este anticuerpo.

El monoclonal anti B-GCH ya se

utiliza en el estuche diagndstico
UMELISA hCG (Reg. N° D9501-
01).

Los anticuerpos anti IgE se em-
plean en el estuche UMELISA IgE
gue se encuentra en fase de registro.
La constante de afinidad ha sido
medida por diferentes métodos
incluyendo resonancia, radioinmu-
noensayos competitivos y mediante
ensayos inmunoenzimaticos compe-
titivos, "> los cuales utilizan la
relaciéon de antigeno libre con la
interaccion antigeno-anticuerpo en
la fase soluble, pero estos métodos
son mas costosos y de mayor tiempo
de duracion.

El método empleado tiene como
principio la Ley de Accion de Masas
y presenta las caracteristicas de ser
rapido, tener bajo costo, féacil
gjecucion y automatizacién por lo
que puede aplicarse en una amplia
gama de inmunoensayos. *®

Lo referido anteriormente unido a
la disponibilidad de la tecnologia
SUMA en todas las provincias del
pais facilita la utilizacion de este
método para el calculo de la Kaf en
los diferentes laboratorios produc-
tores de anticuerpos monoclonales,
contribuyendo a una caracterizacion
mas completa de los anticuerpos
monoclonales producidos en estas
instituciones.
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