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RESUMEN

Se ha estudiado la cinética de la reaccion entre la androstendiona marcada con !*I y su anticuerpo especifico
utilizado en la determinacion radioinmunoanalitica de dicha sustancia, encontrandose resultados ajustables a un
modelo michaeliano. La presencia de androstendiona no marcada afecta a la reacciéon de un modo competitivo. Se
encuentran cinéticas biexponenciales que sugieren reacciones con epitopos distintos. La influencia de la temperatura
indica un control por difusiéon. Los resultados de equilibrio se ajustan al modelo de union de dos ligandos sobre sitios
independientes. Se desarrollan modelos teéricos compatibles con los resultados experimentales.
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ABSTRACT

We studied the kinetics of the reaction between '*I labelled androstendiona and its specific antibody utilized in the
radioimmunoanalytic determination of this substance, finding results that fit a michaeliano model. The presence of non
labelled androstendiona affects the reaction of a competitive mode. We found bi-exponential kinetics that suggest
reactions with distinct epitopes. The influence of the temperature indicated a diffusion control. The equilibrium results
fit the model of binding of the two ligands on independent sites. We developed theoretical models compatible with the
experimental results.
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INTRODUCCION

Las técnicas imnunoanaliticas y en particular
el radioinmunoanadlisis (RIA) se basan en el efecto
competitivo para la unién a un anticuerpo entre
la sustancia a valorar presente en una muestra y
una cierta cantidad de la misma sustancia mar-
cada radiactivamente.

La radiactividad del inmunocomplejo formado
permite la determinacién cuantitativa del analito.

En trabajos anteriores del departamen-
to!234567 ge ha seguido la cinética de algunas

reacciones implicadas en tales técnicas, habién-
dose encontrado resultados ajustables a ecua-
ciones andlogas a la de Michaelis-Menten. Por
otra parte, la influencia de la temperatura su-
giere que tales procesos podrian estar contro-
lados por difusion®®101112.13.1415.16 15 cyal ha sido
estudiado por aplicacién del modelo de Sten-
berg et al®, elaborado por este autor para el
tratamiento especifico de las reacciones anti-
geno-anticuerpo.
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En el presente trabajo se pretende estudiar la
competicién antes mencionada desde los puntos de
vista cinético y de equilibrio, asi como profundizar
en el conocimiento del efecto de la difusién sobre
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el proceso para el caso de la androstendiona, sus-
tancia cominmente valorada por RIA en muestras
sanguineas humanas y cuya determinacién analiti-
ca es de interés en distintos trastornos endocrinos.

MATERIAL Y METODOS

Reactivos y productos quimicos.- Disolucién
de androstendiona marcada con '?’I. Disolucio-
nes patrones de androstendiona no marcada. Tubos
de plastico recubiertos de anticuerpo anti andros-
tendiona en su pared interior, suministrados por
DPC, incluidos en el kit para valoracién radioin-
munoanalitica de androstendiona.

Instrumentacion.- Contador de radiacién
Gamma LKB Gammamaster Automatic Gamma
Counter.

Procedimiento experimental.- En los tubos
recubiertos de anticuerpo se colocaron 100nl de
disolucién de androstendiona no marcada y 1ml
de disoluciéon de androstendiona marcada. La
mezcla de reaccién se mantuvo durante diferen-
tes tiempos, al cabo de los cuales se decantaron
y lavaron los tubos y se midié su radiactividad
en el contador. En todas las series se realizé una
determinacion con dos dias de incubacién, con-
siderada como tiempo infinito, correspondiente
al equilibrio, y se midié la radiactividad total
afiadida como medida indirecta de la concentra-
cién inicial de androstendiona marcada. Se rea-
lizé un total de 81 experiencias ; en las primeras
31 se estudiaron conjuntamente la cinética y el
equilibrio, en las restantes, solo el equilibrio.

Simbolos

t - tiempo en minutos.

Z - radiactividad en cuentas por minuto (cpm),
medida en cada tubo después de la incubacién.
Se supone directamente proporcional a la canti-
dad de imnumocomplejo formado. El subindice
indica el nimero de la experiencia.

P - anticuerpo unido a la pared del tubo.

M - androstendiona marcada.

Q - androstendiona no marcada.
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P - concentracién de lugares de unién en el
anticuerpo expresada en unidades arbitrarias.

M - concentracion inicial de M en cpm.

V- velocidad inicial en cpm.min’.

T - temperatura en Kelvin.

(Q),- concentracién inicial de Q en nmol.L"".

k - constante de velocidad.

K - constante de equilibrio.

PM - Inmunocomplejo radiactivo.

PQ - inmunocomplejo no radiactivo

Determinacion de la velocidad inicial.- Los
valores de Z obtenidos en funcién del tiempo se
ajustaron en todos los casos a la ecuacién:

Z = A+Bt+Ct?

Puesto que Z se supone, en principio, propor-
cional a la concentracién de inmunocomplejo ra-
diactivo, puede escribirse:

Z=a-(PM)=A+Bt+Ct?

a = constante de proporcionalidad

L, _dZ __ d(PM)
dr dt

V_(Ej - (M) _
1 7 s T

De donde se deduce que el coeficiente "B" puede
identificarse con la velocidad inicial del proceso si
la actividad en cpm del inmunocomplejo se acepta
como una medida de su concentracién en unidades
arbitrarias. La conversién en mol.L"' exigiria el
conocimiento de la constante o.

=B+2Ct
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RESULTADOS

Influencia de la concentracién de androstendiona marcada y no marcada sobre la velocidad inicial
de la reaccion.

Se estudi6 en las experiencias 1-15, cuyos resultados se exponen en la tabla 1.

TABLA 1. Influencia de M y (Q), sobre la velocidad inicial de reaccién. T = 18°C.

0 10 30 60 90 120 o v, M, | @,
Z, 461,5 | 3178 5173 7050 9050 9678 16094 142.0 33140.0 0
(r=0.998)
z, 398.6 1799 3824 5807 7398 7980 13498 118.8 27816.0 0
(r=0.999)
Z3 505,1 1670 3209 4357 6052 6428 10833 86.1 2155.5 0
(r=0.995)
Z, 395,5 1334 2707 3543 4627 4722 8549 74.0 16298.8 0
(r=0.995)
25 240,0 1001 1898 2630 3079 3456 5733 51.1 11099.3 0
(r=0.994)
VA 371,8 1852 3279 4483 5353 6207 11028 84.3 33140.0 | 0.302
(r=0.991)
z: 302,2 1154 2529 3694 4133 4901 9079 70.3 27816.0 1 0.302
(r=0.994)
Z, 2952 1098 2141 2791 3533 3932 7667 54.3 2155.5 0.302
(r=0.993)
Z9 2044 | 848.6 1703 2206 2805 3230 5501 42.3 16298.8 | 0.302
(r=0.992)
Zlo 202,01 711,6 1299 1548 1819 2161 4019 27.9 11099.3 | 0.302
(r=0.980)
Z“ 232,51 913,0 1480 1902 2410 2557 4046 36.6 33140.0 | 2.222
(r=0.990)
z, 150,8 | 465,0 1067 1466 1807 1986 3428 29.4 27816.0 1 2.222
(r=0.997)
Z13 166,5 | 488.5 822.9 1055 1420 1555 2880 19.1 2155.5 2.222
(r=0.992)
Ly, 180,01 3654 674.2 906.7 1056 1086 1938 16.8 16298.8 | 2.222
(r=0.998)
Z, 77.5 186.,0 362.7 550.4 688.7 731.1 1111 10.5 11099.3 | 2.222
(r=0.999)

Los resultados de la tabla I se plasman en la ecuacién:

B 44.732-107°M,
1+ 2.110(Q), +4.589-10 ° M,

(r=0992) (Eq1)

0
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Influencia de la temperatura sobre la velocidad inicial de la reaccién.
Se estudié en las experiencias 16-31, cuyos resultados se exponen en la tabla 2.

TABLA 2.- INFLUENCTIA DE T SOBRE LA V, DE REACCION
t 10 30 60 90 120 oo Vo Mo m
z16]495.5 7175.5 [11196.9 [13984.0 [16315.1 [18390.5[27594.5[280.3 [59484.0 278
z17|414.6 5353.8 | 9698.4 |12356.0 14031.5)15853.0[22152.5][254.944726.5]278
Z15|490.9 4279.7 | 6957.7 | 9060.5 | 9583.8 | 10237.7 | 5248.7 |187.3[28876.0 [278
Z15]266.1 2243.7 | 3882.0 | 4849.5 | 5226.4 | 5643.6 | 8021.2 |101.1[14223.4 278
Z,0]495.5 6424.6 [11318.9[14753.2 [18354.4 |21798.2[29219.7 [285.9 |59484.0]286
Z,1|414.6 5553.2 | 9088.0 |13052.5 |14903.6 |16769.4 |23731.6261.1]44726.5]286
Z,2|490.9 4214.8 | 6728.3 | 8448.5 | 10100.1 [12473.7 [ 15919.9 |152.1[28876.0 [286
Z2:]266.1 2238.5 | 3448.5 | 4825.0 | 5174.6 | 6309.0 | 8283.5 | 84.8 J14223.4 |286
224|495.5 8078.9 |14143.1]17596.6 |20120.7 |24850.5|27086.4 [337.2 |59484.0]294
Z,5[414.6 6420.6 |11291.5|14955.5|16094.7 |19831.7 |22659.4 |287.5[44726.5[294
Z26]490.9 4880.6 | 8113.8 | 9680.3 |[11468.9 [14032.1 [16000.0]180.8 |28876.0 294
Z21|266.1 2412.9 | 4010.0 | 5425.5 | 6049.2 | 7219.8 | 8412.0 |102.8[14223.4 294
Z20[495.5 9083.4 [14335.3[18112.8[20533.0 [23428.0[25108.2[363.6]59484.0]301
Z,5[414.6 7411.0 |11521.5|15066.0|16460.7 |18399.1 |20483.4[305.9[44726.5]301
Z30[490.9 S217.6 | 8283.7 | 9847.6 |11724.8 [13250.6 |14521.2[195.8 |28876.0 |301
2312661 2764.4 | 4418.5 | 5406.0 | 6315.0 | 6693.1 | 7756.8 [113.0[14223.4 301
Los resultados de la tabla 2 se plasman en la ecuacién:
L i
11254-T-¢e T -M
= _15?_27 (r=0987) (Eq?2)
M,+2982-10"-e T
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Relacion concentracion de androstendiona marcada-tiempo segin el método integral.
Los valores de z se ajustan a la ecuacion general:

yA =a- b(eip(—ct)iexp(—flt))

Cuyos pardmetros y coeficientes de correlacién se expresan en la tabla 3.

193

TABLA 3.- PARAMETROS Y COEFICIENTES DE CORRELACION DE LA
ECUACION
Z=a-b (exp (-ct) +texp (-dt))

a b € d =
Z 16106 7650 0.02429 0.00195 0.998
Z2 18503 6545 0.02000 0.00253 1.000
Z3 10834 5118 0.01755 0.00270 0.998
Z4 8724 4150 0.02281 0.00105 05999
Zs 5744 2730 0.02517 0.00176 1.000
Ze 11241 5340 0.02035 0.00105 0.999
Z7 93513 4510 0.01897 0.00090 DE909
Zg 79316 8763 0.01603 0.00084 0.999
Zg 55,180 2618 0.01965 0.00182 0.999
Z10 4141 TCHES 0.01686 0.00084 0.996
Z11 4046 1870 0.02706 0.00223 0.997
Z12 3437 1647 0.02183 0.00175 1.000
Z13 2917 158,572 0.01614 0z [010271=9 0.998
Z14 1998 913 0.02362 0.00086 1.000
Z1s 55192 519 0.02043 0.00401 029919
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Influencia de las concentraciones de androstendiona marcada y no marcada sobre los resultados en
el equilibrio.
Se exponen en la tabla 4:

TABLA 4.- INFLUENCIA DE Mg vy (Q)o SOBRE EL EQUILIBRIO

Mo B F Q
33140.0 16094.6 17045.4 0
27816.0 13498.5 14317.5 0
21555 .5 10833.0 10722.5 0
16298.8 8549.6 7749.2 0
11099.3 5733.5 5365.8 0
33140.0 11028.5 2208 1.5 0.302
27816.0 9079.8 18736 2 0.302
21555 .5 767.0 13888.5 0.302
156298 .18 5501.6 10797.2 0.302
11099.3 4019.7 7079.6 0.302
33140.0 4046.6 29093.4 2.222
27816.0 3428.3 24387.7 2.222
21555.p 2880.5 18675.0 2.222
16298.8 1938.2 14360.6 2.222
11099.3 1 8 R 9987.4 2.222

Los resultados de la tabla 4 se plasman en la ecuacién:

B 1.2372-F
1+3.505(Q), +2.002-10~° - F

(r = 0.998) (Eq 3)
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Influencia de la temperatura sobre el equilibrio.

Los resultados se exponen en la tabla 5:

195

TABLA 5.- INFLUENCIA DE T SOBRE EL EQUILIBRIO.
My B B T
55646.0 27594.5 2805])L.. 5 278
41394.0 22152.5 19241.5 278
26593.6 15248.7 11344.9 278
13244.8 8021.2 522856 278
55646.0 292197 264263 286 I
41394.0 23731.6 17662.3 286 |
26593.6 185919, 9 10673.7 286
13244.8 8283.5 4961.3 286
5564.6 27086.4 28559.6 294
41394.0 22659.4 18734.6 294
26593.6 16000.0 10593.6 294
13244.8 8412.0 4832.8 294
5564.6 25108.2 30537.8 301
41394.0 20483.4 20910.6 301
26593.6 14521.2 12072.4 301
13244.8 7756.8 5488.0 301
Los resultados de la tabla 5 se plasman en las ecuaciones:
Bz :M (r=0998) (Eq4)
- F + 27851
I | (t =0994) (Eq5)
" F +23659
_ 54000-F (r=0.997) (Eq 6)
¥ F + 26584
_54000- F (r = 0.999) (Eq7)
' F 434103
Que se resume en la ecuacion:
M 5 (r=0982) (Eq8)

7169

F+327104-¢ T
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Influencia conjunta de la concentraciéon de androstendiona no marcada y la temperatura sobre el
equilibrio
Se estudi6 en la experiencias 32-56 y 57-81 cuyos resultados se exponenen las tablas 6y 7:

TABLA 6.— INFLUENCIA CONJUNTA DE (Q y T SOBRE EL EQUILIBRIO.

Exp (Q) B o B B B i B F

32 0.045 J16559.5]117854.0)16564.7]117837.0§ 13239.8 |21174.0 8761.5 25652.0
318 0.048 §13822.0]15530.514363.6]14999.0§ 11056.0 ]18296.5 8013.0 215381005
34 0.048 J11213.9]11986.0§11269.4]11919.7 9108.7 14091.0 612313.556 16966.0
85 0.048 ]| 8469.7 OiSulsSmniS e IO 4520wl 8526.8 LIRS 1501685 =95 4961.1 1=3101212. .40
36 0.048 6252 .4 5852. 6545.5 5581.1 5161.1 6943.2 4244 .5 7859.8
37 0.127 §14801.5]19612.0F14570.1]19831.5§ 12290.0 |22123.5 8000.5 26413.0
38 0.127 §11904.1117448.5)12390.9]16971.4§ 11152.5 |18200.0 6483.4 22869.0
39 0.127 9738.0 |]13461.5§10135.1/13053.8 8419.1 14780.4 5663.4 W 7SsI6) . il
40 0.127 ) 7581.8 |10401.2) 7871.0 ]10107.9 7065.7 10917.0 4669.6 13313.4
41 O=15251 0 58532 6751.0 5493.1 6634.0 475.9-.8 7:383..10 3346.5 8758.0
42 0.476 J10718.5]23695.010375.4]124025.5] 10180.0 j24233.5 5330.0 2:9108:3:.25
43 0.476 1 9707.0 ]19645.5) 9050.7 ]20311.0 /;2:816x-l. 22116.0 4537.5 24815.0
44 0.476 ] 7480.2 115719.0) 7542.9 [15646.0 6570.8 16629.0 3872.4 19327.0
45 0.476 ] 5736.0 |12247.0] 5545.0 |112433.7 4690.4 13292.6 20953, 49 15029.0
46 0.476 ] 3923.0 8181.3 J 3894.0 8233.2 4193.1 P91k, .2 2042.2 10062.0
any 1.270 ] 7282.0 |27131.5]) 6378.4 |28023.2 5956.5 28457.0 3381.9 31031.6
48 1.270 J 5998.0 [23354.5]) 5374.1 [23988.4 4689.5 24663.0 2882.8 26469.7
49 1.270 § 4709.7 118489.8) 4137.1 |19051.3)] 3897..8 ]119301.8 200 15 8 21088.0
50 1.270 ) 3826.6 [14156.0) 3464.8 |14514.2 2896.1 15087.0 17/4518i=] 186/2:2:9 10
Syl 1.270 § 2466.5 9.6:318-0 2701.8 9425.3 2577.0 9.5 2503 152415 25.-2 10892.0
52 3T NS -5088 . 51 ]i2 932:5. =0 37560 | 301645 .5 3288.6 31125.0 1988.5 32436.0
58 3.175 ] 4382.5 124970.0§ 3215.0 |26146.7 2878.8 26474.0 1622.5 27730.0
54 341758 83499 .,31 [M9700.2) 251 6.5 |20672.4 200 510). 2 21149.0 1247.2 218915124, §
55 3.175 ] 2549.9 |15433.0Q) 2216.6 |15762.6 2085.4 15898.0 Ol0'g 25 [EGIOIB I w)
56 3.175 ) 1670.4 |10434.0f 1615.3 |]10511.8 gleli =20 1,0:9:92. -0 737.4 k]33.6.57= 20!

TH(EKE) Al 295 239 $'1.0

TABLA 7.- INFLUENCIA CONJUNTA DE (Q), y T SOBRE EL EQUILIBRIO.

Exp (Q) B F B F B F B F

57 0.048 |15901.3(18512.2414729.1|19684.4) 13356.8 [21056.7| 9130.4 25283.1
58 0.048 |14110.5(|15242.0]12760.6| 1659.2 | 10712.0 |18640.5] 7640.0 21712.5
59 0.048 |11221.4|11978.1]10318.3|12881.2] 8949.3 |14250.2] 6734.0 16385.5
60 0.048 9342.6 8640.4 7880.9 110102.1 7387.1 10595.9 5613.0 12792.0
61 0.048 | 6155.4 | 5948.9 | 6023.9 | 6084.4 5148.5 6955.8 3591.5 8512.8
62 0.127 |15125.9(19287.613261.3|21152.2}) 12079.8 [22333.7] 8360.9 26052.5
63 0.127 111602.6|17749.9§10996.3]18356.2) 10831.6 |[18520.9| 6415.6 22936.9
64 0.127 ]10169.2]113030.3] 8658.7 |14540.8| 8468.4 |14731.1] 5818.9 17300.5
65 0.127 ]| 8563.7 | 9419.3 | 7622.5 [10360.5| 6709.5 |[11273.1] 4808.2 13536.3
66 0.127 | 5326.7 | 6777.6 | 5143.3 | 6961.0 4913.1 7191.2 3191.6 8912.7
67 0.476 ]10782.8|23630.7§10487.1]23926.4] 8914.8 |25498.7| 6232.1 28181.4
68 0.476 ] 9421.9 |19930.5] 8954.2 |20398.3] 7052.3 |22300.2] 5457.3 23895.2
69 0.476 | 7579.4 [15620.1] 7155.0 |16044.5) 5999.3 |17200.2) 4455.1 18665.0
70 0.476 | 6494.2 |11488.7| 4348.6 |12634.4] 4929.9 |13053.1| 3580.9 14671.4
71 0.476 | 4030.1 | 8074.2 | 4219.0 | 7885.3 3447.0 8657.3 2476.7 9627.6
72 1.270 | 7499.6 |26913.9] 6470.7 |27943.0] 5350.3 [29063.2) 4069.6 30343.9
73 1.270 ] 5880.4 | 23472.1] 5370.7 [23982.0| 4831.5 |24521.0] 3198.3 26154.2
74 1.270 | 4778.0 |18421.5] 4013.8 |19185.7) 3714.5 |[19485.0| 2534.7 20584.8
75 1.270 | 4132.9 [13850.0] 3587.5 [14395.5] 3063.6 |14919.4] 2236.8 15914.4
76 1.270 | 2644.3 | 9459.9 | 2377.3 | 9727.0 2230.3 9874.0 1377.1 10727.3
77 3.175 ] 4793.1 |29620.4] 4005.3 |30408.2) 3354.0 ([31059.5] 2355.9 32057.5
78 3.175 ] 3690.3 | 25662.0] 3505.3 |25847.2) 2592.6 [26759.9] 1886.0 27466.5
79 3.175 ] 3156.5 | 20042.9) 2524.0 [20675.5) 2001.6 [21197.9] 1618.2 21501.3
80 3.175 ] 2390.0 |15593.0f 2034.0 [15949.0) 1710.0 |[16273.0] 1379.9 16707.0
81 3.175] 1662.6 [10441.7] 1736.0 [10368.0) 1191.0 |10913.3 835.4 11268.9

T (K) 278 295 299 310
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Los resultados de las tablas 6 y 7 se plasman en las ecuaciones:

s & 34062 - F
78T F + 64844(Q), + 20927

(r=0982) (Eq9)

By = 4962 F (r = 0.980) (Eq 10)
¥5 7 F 1+ 78106(Q), + 21882

B = 34062 - F
7 F +87070(Q), + 32041

(r=0.989) (Eq 11)

34062 - F

By = (r =0.988) (Eq 12)
30 F +154348(Q), + 65115

Que se resumen en la ecuacion:

34062 - F
B = 11735 2676 (r = 0.946) (Eq 13)

F+3199-10" ¢ T -(Q),+2710-10° ¢ 7

DISCUSION
Se estudia la cinética y el equilibrio de un M = Androstendiona marcada con '>I.
proceso que globalmente se esquematiza como: Que puede ser interferido por la presencia de Q
P+M < PM P+Q © PQ
P = Anticuerpo unido a la pared del tubo. Q= Androstendiona no marcada.

Influencia de la concentracién de androstendiona marcada y no marcada sobre la velocidad inicial
de la reaccion.

Se interpreta admitiendo que la formacién de los inmunocomplejos PM y PQ transcurren en dos
etapas:

P+Q P...Q—% 5 pQ

En ambos casos la primera etapa corresponde cién es improbable debido al efecto celda. En la
a la aproximacioén de los reaccionantes hasta formar segunda etapa se produce la reaccién propiamente
un par de encuentro. Se considera reversible porque dicha. La primera etapa es la mds lenta y por
dicho par puede disociarse, aunque tal disocia- tanto, el proceso global estd controlado por la
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difusion, lo cual es coherente con el bajo valor cias «destinadas» a reaccionar especificamente
de la entalpia de activacién encontrado (véase entre si, cabe esperar que no presenten grandes
discusién sobre la influencia de la temperatura), exigencias en cuanto a la activacién.

inferior a la energia de flujo viscoso del agua. Con estas premisas y suponiendo estado esta-
La propia naturaleza de la reaccién avala tam- cionario para los inmunocomplejos, puede escri-
bién este supuesto, ya que, al tratarse de sustan- birse:
dCP M .
T =k, (PY(M)—(k_, +k,)(P..M)=0
|(P.ee M) 3 k, o
_(P)(M)' k_, +k, v
d(P...0) .. . .
o k_ (PXQ) = (k_y +ky)(P..-Q)=0

(PouQ) ki
(PXQ) k., +k, ‘

(P)y =(P)+ (Peee M) + (P...Q) +(PM)+ (PQ)=(P) + K (P)(M) +

+K,(P)Q)+(PM)+(PQ)=(P)[1+ K (M) + K. (Q)]+ (PM) + (PQ)

i LG S (PQ)
T 1+ K, (M)+K.(Q)
kK - -
ol B ey B (MD[(P), - (PM) - (PQ)]
dt dt 1+ K (M)+ K (Q)

Y para t = 0, resulta:

k K. P,M
VU o : vy et 0 0 (Eq 14)
1+K (Q),+K. (M),
Ecuacién coincidente con Eq 1. Los facto- concentraciones se engloban en las constan-

res de conversién para las unidades de las tes.
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Influencia de la temperatura sobre la velocidad inicial de la reaccion.

Sien la Eq 14 se hace (Q), = 0, se dividen los términos de la fraccion por Kc, y se retnen las
constantes, resulta:

D-M,
Ve
E+ M,

El término D es proporcional a la constante de la disociacién de la especie (P...M); expresando ambos
velocidad kv y E es la constante de equilibrio para en las formas de Eyring y van't Hoff, resulta:

_AH”
BT-e. K™ M
Vp =——— i (Eq 15)
M,+7v-e ®T
Coincidente con la Eq 2, de la que se obtie- flujo viscoso del agua, de lo que se deduce que

ne: AH*=1,39.104Jmol"!, inferior a la energia de el proceso global estd controlado por difusién.

Relaciones concentracion de sustancia marcada-tiempo segiin el método integral.
Los datos se ajustan a la ecuacién modelo:

Z = a—b(exp(—ct)+exp(—dt)) (Eq 16)

Cuya forma biexponencial sugiere la existencia de dos procesos distintos;

P+M, PM, P+M, PM,
— —

K. Ks

Para el primero de ellos puede escribirse:

d(PM )

dt :k](P)(Ml)_kq(PMl)

Que suponiendo exceso de P, conduce a:
(PM,) =(PM,)W[1—e‘["”'”‘-“”]

Donde k, =k, (P)
Andlogamente, para el otro inmunocomplejo resulta:

(PM,) = (PMz)ml:l_e'(k“ﬁk_l)r]

La actividad medida es directamente proporcional a la suma de las concentraciones de ambos
productos:

Z=0- [(PMI)+ (PMz)] y por tanto:
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Z = a[(PMl )m[l_e—(kmhk_ﬂf ]+(PM2 )m[l_e—[i‘u:+k_:)! ]]

Que simplificando, puede escribirse en la forma:

Z=a-b.e ¢
de donde resulta:
Z,=a—b—c Z.=a
Z_—-Z b ol c |
+ e

Zw—Z0=b+c'e b+c

Si se supone que las concentraciones a tiempo infinito de ambos inmunocomplejos son iguales,
lo cual equivale a suponer b = ¢ resulta:

z.-z 1 .,
z. -z, 2¢ 7°¢

=—(e® ' Equivalente a Eq 16.

Influencia de las concentraciones de androstendiona marcada y no marcada sobre los resultados
en el equilibrio.
Se justifica mediante el siguiente modelo:

(PM)

P+M &< PM M :W
PO)

PHE s TN

Lo cual implica que las especies M y Q compiten por la unién a P. Las constantes K, y K, son
macroconstantes, y las concentraciones de PM, y Q incluyen todas las formas posibles de tales
especies. Con estas premisas puede escribirse:

(P), = (P)+ (PQ)+ (PM) = (P)+ K ,(PXQ)+ K, (PY(M)= (P)[1+ K¢ (Q)+K, (M)

(@) =(Q)+(PO)=(Q)+ K, (P)Q)= (Q)[l +K, (P)]

Ku(P)M)  _ Ky (P),(M)

1+ KQ(Q)+ K“(M) KQ

(PM) =Ky (P)(M) =
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El término

KQ
1+ K, (P)

puede, con alguna aproximacion, expresarse como una constante tnica.

Ademds las radiactividades de PM y M en el equilibrio se representan por B y F. Con éstos cambios
y englobando los factores de conversion en las constantes, resulta:

K,P,F

B =
1+ K,(Q), +K,F

(Eq 17)

Ecuacién equivalente a Eq 3. El término P, representa la concentracion inicial de lugares de union,
expresado en las mismas unidades que B. Por tanto, puede también identificarse con el valor de B
que se obtendria para un valor muy grande de F, es decir, la actividad madxima que puede ligar el
anticuerpo cuando todos sus sitios de unién estdn ocupados.

Influencia de la temperatura sobre el equilibrio.
La Eq 17 para (Q), = O se escribe en la forma:

_KIE,E}F _ POF _ POF
C1+KF 1 T F+K,

1

F +

Equivalente a las ecuaciones 4, 5, 6 y 7.
La constante K' es reciproca de K, y por tanto, representa la constante de equilibrio para la
disociacién del complejo. Expresiandola en forma de Van't Hoff, resulta:

B =

F+K-e &

P.F

0
AR Equivalente a la Eq 8.

Influencia conjunta de la concentracion de androstendiona no marcada y la temperatura sobre el

equilibrio.

La Eq 17 puede escribirse en la forma:

Siendo:

P.F

B=
F 4+ Rept@) 5 o K,

(Eq 18).

K X,
3_K!

Y
K]

Equivalente a las ecuaciones 9, 10, 11, 12.
Si en Eq 18 se escriben las constantes en la forma de Van’t Hoff, resulta:

B =

P,F

AH

F+K-e fT +K -¢ #T

Equivalente a Eq 13.

AH
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CONCLUSIONES

1.- La cinética de la reaccién entre la andros-
tendiona marcada con '*I y su anticuerpo ligado
a la pared del tubo sugiere un mecanismo en dos
etapas, siendo la primera de aproximacién entre
las moléculas reaccionantes, y la segunda de
reaccién propiamente dicha.

2.- La androstendiona no marcada presente
en la muestra se comporta como un inhibidor
competitivo con respecto a la reaccién anterior.

3.- La temperatura tiene un efecto poco im-
portante con valores bajos de entalpia de activa-
cioén, de lo cual se deduce que el proceso global
estd controlado por difusién.

4.- Las ecuaciones integradas de velocidad
muestran la existencia de dos constantes que se
atribuyen a reacciones con epitopos distintos.

5.- Los resultados de equilibrio se ajustan a
un modelo de sitios independientes, cuya ocupa-
cién por los ligandos marcado y no marcado se
rige por un mecanismo competitivo.

6.- La disociacién del inmunocomplejo es
endotérmica con un valor de AH’=5,96.10°Jmol"
relativamente bajo como corresponde a uniones
no covalentes, que son las que generalmente se
admite que predominan en los complejos antige-
no-anticuerpo.
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