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RESUMEN

Se ha estudiado la cinética de la unién, a sus anticuerpos especificos, de la insulina y dehidroepiandrosterona
sulfato (DHEAs), como RIA en fase sélida, y de la osteocalcina y fraccién c-terminal de la parathormona (c-PTH),
como RIA en disoluciéon. Para realizar el estudio cinético se ha utilizado el método diferencial. Se realizan dilu-
ciones de la concentracién inicial de antigeno (Ag) y anticuerpo (Ac) comprobando las modificaciones que presenta
la velocidad de reacccion. Asi mismo se ha estudiado la velocidad de la reaccién entre las sustancias indicadas y
sus anticuerpos en funcién de la temperatura de incubacidn. La cinética de la reaccién antigeno-anticuerpo en los
casos estudiados (con una excepcién) presenta un orden aparente inferior a uno para el antigeno. Se propone un
posible mecanismo de reaccion de tipo micaeliano. Dicho mecanismo es coherente con los resultados obtenidos en
el estudio de la influencia de la temperatura.
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ABSTRACT

The kinetics of binding of insulin and dehidroepiandrosterone sulfate (DHEAs) to their specific antibodies
were studied by means of solid phase radioinmunoanalysis. The kinetics of binding of the osteocalcine and the c-
terminal human parathyroid hormone (c-PTH) were studied by means of liquid phase radioinmunoanalysis. The
differential method was used in all the studies. Both, the effect of dilution of antigen (Ag) and antibody (Ab) and
the effect of temperature on the reaction rate were studied. With the exception of DHEAs, for all the other antigens
studied the antigen-antibody reaction showed an apparent kinetic order lower than one, and a michaelis-menten
reaction mechanism is proposed. This mechanism is consistent with results obtained from the study of influence of
temperature.
Key words: Binding, antigen-antibody, kinetics.

INTRODUCCION

El presente trabajo constituye una aproximacién a la puesta a punto de un esquema de trabajo
que sirva para poder estudiar las uniones antigeno-anticuerpo a partir de los reactivos del
radioinmunoanalisis (RIA).

Sc pretende determinar un modelo que explique, de manera general, dichas reacciones antigeno-
anticuerpo, asi como establecer la influencia, que sobre esta unidn, presenten algunos factores
como: temperatura, clase de anticuerpo, reaccién en fase sélida o en disolucién, caracteristicas del
antigeno, etc.

La unién del antigeno con el anticuerpo tiene lugar a través de mudltiples enlaces no covalentes
entre ese antigeno y los aminodcidos del sitio de combinacién. Las fuerzas que mantienen unidos el
antigeno y el anticuerpo no son, en esencia, diferentes de las interacciones denominadas inespecificas
que se producen entre dos proteinas no relacionadas (1,2,3).

Aunque las fuerzas de atraccidn (es decir, enlaces de hidrégeno, fuerzas electrostaticas, de Van
Der Waals e hidré6fobas) involucradas son individualmente débiles, en comparacién con las uniones
covalentes, la multiplicidad de los enlaces conduce a una considerable energia de unién (1,2).

Es posible que la cinética de la reaccién pueda tener significado para muchas de las actividades
biolégicas de los anticuerpos (2,4).
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En muchas situaciones, las reaciones Ag-Ac son dirigidas por factores entdlpicos, incluyendo,
al menos en el caso de la reaccién de la lisozima con con el Ac monoclonal DI1.3, la entalpia de
solvatacién (5).

Varios estudios (6,7) realizados con FSH, LH y cortisol marcados con '*°I frente a sus anticuerpos
especificos indican que, para un rango de concentraciones de antigeno determinado, las velocidades
iniciales obtenidas con distintas diluciones del antigeno son proporcionales a las concentraciones
iniciales de Ag. También se ha obtenido dicha proporcionalidad entre velocidades iniciales y con-
centraciones para diferentes diluciones de anticuerpo.

MATERIALES Y METODOS

Los reactivos utilizados para cada sustancia son:

— Insulina: los componentes del kit COAT-A-COUNT Insulina de DPC® (Diagnostic Products
Corporation).

— Bl-Insulina. Viales que contienen una solucién concentrada de '*I-Insulina.

— Tubos recubiertos. Tubos de polipropileno recubiertos de anticuerpos monoclonales anti-
insulina.

— Dehidroepiandrosterona sulfato (DHEAs): Pertenecientes al kit DHEA sulfato de
INMUNOTECH®.

— 'ZI-DHEA sulfato. En forma liquida con proteinas y azida de sodio.

— Tubos recubiertos de anticuerpos monoclonales anti-DHEA sulfato.

— Osteocalcina: Pertenecientes al kit Osteocalcina RIA DSL-6900 de Diagnostic Systems
Laboratories Inc..

— ']-Osteocalcina. Un vial que contiene osteocalcina bovina marcada con '*I en un tampdn de
base proteica con azida de sodio como conservante.

— Antisuero osteocalcina. Un vial que contiene anticuerpos de conejo contra osteocalcina bo-
vina en un tampoén de base proteica con azida de sodio como conservante.

— Reactivo precipitante. Contiene anticuerpos de oca contra gammaglobulina de conejo en una
solucién tamponada con polietilenglicol como precipitante y azida de sodio como conservante.

— Fraccion C-terminal de la parathormona (c-PTH): Incluidos en C-terminal PTH '] RIA
kit de INCSTAR® Corporation.

— 'P[-C-terminal PTH sintética humana. Diluida en tampén BSA-borato-EDTA con timerosal
(liofilizado).

— C-terminal PTH antisuero. Anticuerpo anti hormona paratiroidea humana diluido en tampdn
BSA-borato-EDTA con timerosal liofilizado.

— Patrén cero C-terminal PTH. Tampdén BSA-borato-EDTA con timerosal y otros estabilizantes
(liofilizado).

— Complejo precipitante de PTH C-terminal. Suero normal de pollo previamente precipitado
con suero antipollo de oca o conejo y polietilenglicol (PEG), diluido en tampén BSA-borato
con timerosal (liofilizado).

Todos los reactivos de este kit contienen como conservante azida de sodio.

Procedimiento analitico

La preparacién de reactivos se realiza a partir de la disolucién o el liofilizado que contiene el
antigeno marcado con '*I y que suministra el Kit para cada sustancia. De esta disolucién se realizan
una serie de diluciones preparando en todos los casos, unas disoluciones de antigeno correspondien-
tes a concentraciones relativas del 100, 80, 60, 40, 30, 20, 10 y 5% de la inicial. Es decir 8
concentraciones relativas de antigeno.

El estudio de la cinética para distintas concentraciones de antigeno se ha realizado a temperatura
ambiente para cada una de las distintas concentraciones relativas de antigeno y manteniendo constante la
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concentracién de anticuerpo (tubos recubiertos de anticuerpo contra el antigeno o un volumen constante
de la disolucién de anticuerpo suministrada por el Kit). En el caso concreto de la PTHc-terminal, se
utilizaron dos concentraciones relativas de antigeno adicionales, correpondientes al 150 y 200%.

Descripcion

Este ensayo se realiz6 de la siguiente forma:

1) Se prepara un grupo de tubos (recubiertos de anticuerpo contra el antigeno o con un volumen
constante de la disolucidn de anticuerpo que suministra el Kit) para cada dilucién de antigeno.
Cada uno de los grupos tiene un nimero de tubos determinado que corresponde al niimero
de tiempos empleados en el estudio.

2) Se afiade un volumen constante de cada dilucién de antigeno a cada uno de los tubos de su
grupo y se mantiene a temperatura ambiente. En los casos con anticuerpos en disolucién, se
realiza el ensayo manteniendo los tubos en agitacion.

3) Se detiene la reaccidn, a los distintos tiempos, de la siguiente forma segin los casos:

a) En los casos en que el anticuerpo estd fijado a la pared del tubo (técnicas de RIA en fase
s6lida) mediante decantacién y lavado de cada tubo tres veces con 5 ml de agua destilada
para quitar el exceso de antigeno marcado.

b) En las técnicas con anticuerpo en disolucion, afiadiendo a cada tubo 1 ml de la suspensién
precipitante. A continuacién se mantiene los tubos en un bafio de hielo hasta que se ha
detenido la reaccién de los tubos del tltimo de los tiempos. A partir de este momento se
deja incubar todos los tubos 15 minutos a temperatura ambiente en el caso de la osteocalcina
y dos horas a 4-8 °C en la c-PTH. Una vez terminada la incubacién se centrifuga a 1500
g durante 15 minutos con refrigeracion (4 °C) en ambos casos.

4) Para conocer la actividad total de cada dilucién de antigeno se mide las cpm de los tubos
correspondientes a las diferentes diluciones antes de decantar.

5) Cuando el ensayo ha terminado se determina la actividad, en cuentas por minuto (cpm), de
todos los tubos en el contador de radiaciones gamma.

El estudio de la cinética para distintas concentraciones de anticuerpo se realizé de igual manera
que la descrita en la cinética para diferentes concentraciones de antigeno pero en este caso con una
serie de concentraciones relativas de anticuerpo y manteniendo constante la concentracién de antigeno.
La temperatura ambiente, tiempos de estudio y forma de parar la reacciéon son idénticos, para cada
sustancia, a los empleados en su respectivo ensayo a diferentes concentraciones de antigeno.

El estudio de la cinética de la reaccién antigeno-anticuerpo en funcién de la temperatura se
realizé con concentraciones de antigeno y anticuerpo constantes correspondientes a las concentracio-
nes relativas del 100% y empleando los mismos tiempos de muestreo. Las distintas temperaturas
fueron 10, 20, 30 y 40 °C. Todas las determinaciones se realizaron por duplicado.

Las caracteristicas concretas, para cada una de las sustancias utilizadas en los ensayos anterior-
mente descritos, se indican, de forma resumida, en la tabla siguiente:

TABLA 1. Tiempos, temperatura (T* amb.), volumen utilizado y tipo de anticuerpo (Ac) empleados en cada una de
las sustancias estudiadas (Ag).

Ag T2?amb.(°c) tiempos (min) Volumen (pL) Ac

Insulina 22 2,5,10,15,20, 500 pL tubo recu.
25y 30

DHEAs 22 2,5,10,15,20, 500 pL tubo recu.
25,30 y 45

Osteocalcina 21 2,5,10,15,20, 100 pL 100 pL
30,40 y 50

PTHc 21 10,20,30,45, 200 pL 200 pL
60,90,120,
150 y 180
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Como contador de radiacién gamma se ha empleado el L.K.B. Wallac. 1277 Gammamaster,
automatic gamma counter.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para evitar una excesiva extensién en la exposicion de los resultados se muestra, como ejemplo
de lo que se ha obtenido en todos los casos, tinicamente las figuras correspondientes a las concen-
traciones relativas mds altas de la insulina (como ejemplo de RIA en fase sélida) y de la c-PTH
(como RIA en disolucién). Del mismo modo, sélo se representa una figura del estudio de la influen-
cia de la temperatura correspondiente a la insulina y la figura de las cuatro concentraciones relativas
mayores de anticuerpo anti cPTH como ejemplo del estudio de la cinética para diferentes concen-
traciones de anticuerpo.

y (cpm)

t (min)

Figura 1. Se representa la actividad medida (y en cpm) a los tiempos estudiados (t en minutos) para las concentraciones
relativas de insulina (O C = 100, ‘C = 80, VC = 60, ¥YC = 40).

2500
y (cpm) 2250 -
2000 |

S BEEBEES

Figura 2. Se representa la actividad medida (y en cpm) a los tiempos estudiados (t en minutos) para las cuatro

temperaturas (W T = 40°C, V T = 30°C, * T = 20°C, O T = 10°C) para la concentracién relativa de 100 en el caso de la
insulina.
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Figura 3. Se representa la actividad medida (y en cpm) para las concentraciones relativas de cPTH (O C = 100, * C
=80,V C = 60, ¥ C = 40) frente al tiempo de incubacién (t en minutos).
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Figura 4. Se representa la actividad medida (y, en cpm) para las concentraciones relativas de anticuerpo anti cPTH
(O C=100,:C=280,VC=60,V C=40) frente al tiempo de incubacién (t, en minutos).

Las ecuaciones correspondientes a los ajustes para cada uno de los procesos estudiados se
indican a continuacién (y = actividad en cpm y t = tiempo en en minutos). S6lo se muestran las
correspondientes a la insulina y la cPTH para evitar un exceso de ecuaciones.

Insulina; cinética para diferentes concentraciones relativas (C) de antigeno:

C = 100 y = 129,7 + 149,6t - 2,474¢ r = 09996
C = 80 y = 1746 + 1186t - 1,658t r = 09990
C = 60 y = 1744 + 8432t - 0,752¢ r = 09995
C = 40 y = 1354 + 59,78t - 0,495t r = 09993
C = 30 y = 9491 + 5538t - 0,731¢ r = 09991
C = 20 y = 1273 + 3092t - 0,305t r = 0997

C = 10 y = 6580 + 20,38t - 0,210t r = 0,998

C = 5 y = 46,83 + 13,69t - 0,145¢ r = 0,9990
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Insulina; cinética para diferentes temperaturas:

T = 40°C y = 388,77 + 104,1t - 14712 r = 0997
T = 30°C y = 3796 + 90,28t - 0,986t r = 09990
T = 20°C y = 3429 + 82,75t - 0,867t r = 09995
T = 10°C y = 253,1 + 33,60t - 0,164t r = 0,996

cPTH; cinética para diferentes concentraciones relativas (C) de antigeno:

C = 100 y = 6559 + 11,93t - 2,20-10%? r = 0,995
C = 80 y = 534,77 + 10,67t - 1,89-10% r = 0995
C = 60 y = 4410 + 7,55t - 8,82:10° r = 0997
C = 40 y = 3135 + 4,89t - 3,89:10°? r = 0983
C = 30 y = 256,1 + 4,01t - 530-10°? r = 0,996
C = 20 y = 1456 + 429t - 1,10-10%? r = 0992
C = 10 y = 99,19 + 240t - 5,52-10°% r = 0988
C = 5 y = 69,44 + 121t - 2,46-10°t r = 0,995

c¢PTH; cinética para diferentes concentraciones relativas (C) de anticuerpo:

C = 100 y = 7353 + 10,76t - 1,74-107¢ r = 0997
C = 80 y = 5957 + 10,29t - 1,90-107 r = 0,996
C = 60 y = 467,83 + 7,08t - 8,10-10°¢ r = 0,997
C = 40 y = 4029 + 498 - 7,28102 r = 0991
C = 30 y = 317,6 + 5,13t - 1,23:.107¢ r = 0,991
(G 20 y = 2951 + 237t - 3,84.10% r = 0,998
C = 10 y = 211,8 + 2,04t - 3,35-10° r = 0,987 .
C = 5 y = 2132 + 0,657t - 3,85:107 r = 0,980
c¢PTH; cinética para diferentes temperaturas:
10°C y = 713,7 + 422t - 1,23-10%¢ r = 0,998
20°C y = 81,3 + 550t - 2,28:107% r = 09990
30°C y = 861,8 + 14,12t - 3,11-107? r = 0978
40°C y = 1111 + 247t - 1,38:10% r = 0,510

Puede observarse que, en general, la actividad unida al anticuerpo (y) sigue, con respecto al
tiempo una relaciéon de la forma:

y =a + bt + ct?

({1

La derivada de “y” con respecto al tiempo, en t = 0, da la velocidad inicial del proceso.

v =(dy/dt) = b + 2 ct
v, = (dy/dD)_, = b

Las velocidades iniciales de los procesos estudiados manteniendo constante la concentracion de
anticuerpo aumentan con la concentracién de antigeno. Este aumento se produce de manera inferior
a la que cabria esperar si se cumpliera una proporcionalidad directa entre velocidad inicial y con-
centracion de antigeno. Ello sugiere que dichos procesos no responden a la cinética de orden uno con
respecto al antigeno.

Con objeto de determinar el orden aparente, se realizan ajustes de In v frente a In C (siendo v
la velocidad inicial y C la concentracién relativa de antigeno), cuya pendiente se identifica con el
orden. Las correspondientes ecuaciones obtenidas y sus coeficientes de correlacién son:
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Insulina: Inv = 0,805In C + 1,198 r 0,992
DHEAs: Inv = 1,087 In C + 1,852 r = 0,995
Osteocalcina: Inv = 0924 In C - 0,069 r = 0,993
PTH c-terminal: Inv = 0,724 In C - 0,905 r = 0,984

Puede observarse que, salvo una excepcion, los 6rdenes encontrados con respecto al antigeno son
inferiores a uno, lo que concuerda con lo expuesto en el parrafo anterior.

Este hecho sugiere un comportamiento correspondiente a la ecuacion de Michaelis-Menten,
que como es sabido, predice un orden igual a cero a altas concentraciones e igual a uno a bajas
concentraciones, siendo intermedio entre ambos valores (como en estos casos) a concentraciones
medias.

La excepcidn antes comentada correspondec al DHEAsS, en la que se obtiene un orden practica-
mente igual a uno, que podria deberse a una concentracién baja de antigeno, con lo que el grado de
saturacion seria pequefio. Esta suposicion es concordante con el hecho de que, para todas las con-
centraciones estudiadas, se une pricticamente el 80% de la actividad total a tiempos suficiente-
mente largos como para suponer que el proceso se encuentra préximo al equilibrio.

POSIBLE MECANISMO DE REACCION

Para la interpretacién de los resultados y su reflejo en un posible mecanismo de reaccién se debe
recordar que los anticuerpos utilizados en estos cuatro casos han sido de clase IgG policlonales
(antisueros) fijados sobre la superficie del tubo o en disolucién. Las moléculas de IgG son monoméricas,
y por tanto, contienen dos sitios de union. De tal manera que la reaccion seria de la forma:

P+2 A < PA, siendo P el anticuerpo y A el antigeno

En una primera etapa, el antigeno ocupa de forma reversible y parcial los sitios de unién segin
el proceso:

kl
P+A < PA
k".l

En una segunda etapa se fija otra molécula de antigeno:

k3
PA + A ¢ PA,

Las ecuaciones diferenciales de velocidad para las especies PA y PA, pueden escribirse como:

d(PA)
= k,C(1-0)k0-k0
dt
d(PA,
(PA,) — k0
dt

donde C es la concentracién de antigeno y ¢ el grado de saturacién, o fraccién de sitios ocupa-
dos. La primera ecuacidon de velocidad es andloga a la del cldsico modelo de Languir para la
adsorcién de gases por sélidos, que equivale también a la fijacién de un ligando a un sitio de unién
de una macromolécula. Si se supone estado estacionario para PA, resultaria:
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k,C(1-0)-k,0-k,0=0

k,C B C C
k,C+k,+k, C+ k,+k, C+K
k,
k,+k,
= ™

En los ensayos experimentales se mide la actividad, en cuentas por minuto, debidas al antigeno
unido al anticuerpo (a través del propio antigeno marcado con 'l o con un segundo anticuerpo
marcado que se fija al antigeno unido al anticuerpo). Llamando, como se ha indicado anteriormente,
"y" a dichas cpm, puede escribirse que:

y = o [(PA) + 2(PA))]

Ecuacion que expresa que "y" es proporcional (4 constante de proporcionalidad) a la concentra-
cién total de antigeno unida al anticuerpo. El coeficiente "2" se debe a que el complejo PA, contiene
dos moléculas de A.

La velocidad medida en este trabajo es dy/dt en el instante inicial. Por tanto:

dy __d(PA)  d(PA)

dt dt dt
Al considerar estado estacionario
para PA, resulta:
= _ 20k,C k,C
v=2ak0 = C+3K = o (k, =2 a k)

La ecuacién de velocidad obtenida supone estado estacionario para el complejo PA. Ello sugiere
que la segunda etapa es mds rdpida que la primera. Tal hecho se supone implicitamente al expresar
que la velocidad de la segunda etapa es directamente proporcional al grado de saturacién, lo cual
lleva a pensar en un mecanismo semejante a la autocatdlisis.

Los resultados obtenidos en los casos estudiados son, en general, concordantes con el mecanismo
propuesto. Se encuentran velocidades iniciales que aumentan con la concentraciéon de antigeno, pero
sin seguir una relacién de proporcionalidad directa. Los 6rdenes aparentes son inferiores a uno. Sin
embargo, los ajustes a Linewaver-Burk son defectuosos. Ello puede explicarse por la heterogeneidad
de los anticuerpos policlonales utilizados en estos casos. Si bien, podria suponerse que cada clon de
anticuerpos sigue un comportamiento andlogo al descrito, ya que en otros estudios (8) que se han
realizado con anticuerpos monoclonales se han obtenido resultados muy similares a los descritos para
estas sustancias incluyendo ademds unos adecuados ajustes a Linewaver-Burk.

El orden de reaccién respecto al anticuerpo se ha estudiado en dos casos: osteocalcina y PTHc-
terminal. En estos casos el anticuerpo y el antigeno se encuentran disueltos, por lo que la reaccién
tiene lugar en una tnica fase. La relacién entre velocidad inicial (v) y concentracion relativa (C)
viene dada por:

0,646 In C+ 1,197 r = 0,966
0,895 In C- 1,648 r = 0,981

Osteocalcina: In v
cPTH: In v

De acuerdo con el mecanismo propuesto cabria esperar un orden igual a uno con respecto al
anticuerpo. La discordancia obtenida en los casos comentados, unida a los coeficientes de correlacién

Ars Pharmaceutica, 39:1;19-28,1998



CINETICA DE LAS REACCIONES PRODUCIDAS EN EL RADIOINMUNOANALISIS (RIA) DE ALGUNAS SUSTANCIAS 27

relativamente bajos obtenidos para estos casos, podria explicarse por el hecho de que los anticuerpos
utilizados en estas dos sustancias son policlonales, y por tanto, con un cierto grado de heterogeneidad,
sin embargo en otros estudios (8) realizados con anticuerpos monoclonales se han obtenido érdenes
de reaccién muy préximos a uno.

Se ha estudiado la influencia de la temperatura sobre la velocidad de la reaccién antigeno-
anticuerpo manteniendo constantes las concentraciones de ambas especies. Este estudio se ha reali-
zado representando grdficamente In v frente al inverso de la temperatura, 1/T. Tal representacion
seria equivalente a una gréfica de In K frente a 1/T si la ecuacién de velocidad fuese de la forma
v = K-C", ya que, en este caso, y teniendo en cuenta la ecuacién de Arrhenius, resultaria:

v=A". e-Ea/RT . Cn — A', e—Ea/RT

Puesto que se trabaja a concentracidn constante, podria englobarse el producto A - C en una
nueva constante, A'. Si se toma logaritmos queda:

Inv= LnA'-EaRT

Los ajustes obtenidos para esta ecuacion son, en general, deficientes, tal como puede observarse en
las ecuaciones siguientes, lo cual confirma que la ecuacién de velocidad no es del tipo v = K- C".

Inv = 14,78 - 3130 (1/T) r = -0,890 (Insulina)

Inv = 12,86 - 2034 (1/T) r = -0,955 (DHEAs)

Inv = 14,10 - 2434 (1/T) r = -0,918 (Osteocalcina)
Inv = 19,50 - 5145 (1/T) r = -0,945 (PTH c-terminal)

Teniendo en cuenta que la ecuacion que se propone para explicar el mecanismo de reaccion es
de tipo michaeliano, y por tanto, contiene dos constantes, cada una de las cuales depende de la
temperatura, resulta explicable la deficiencia de los ajustes.

CONCLUSIONES

1.- La cinética de la reaccién antigeno-anticuerpo en los casos estudiados (con una excepcion)
presenta un orden aparente inferior a uno para el antigeno.

2.- El orden aparente inferior a uno obtenido para el antigeno se interpreta aceptando una
cinética de tipo Michaelis-Menten.

3.- Este tipo de cinética concuerda con un mecanismo en dos etapas de velocidades diferentes.
En la primera, una molécula de antigeno ocupa uno de los lugares de unién con el anticuerpo a una
determinada velocidad y en la segunda etapa, se ocupa el segundo lugar con otra velocidad distinta.

4.- El mecanismo propuesto es también coherente con el deficiente ajuste obtenido al representar
(In v) frente a (1/T).
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