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Reconocimiento de un antígeno de ADN por su anticuerpo 
específico: Integración mecanística, termodinámica y 
estructural 
 

Resumen 
 

El reconocimento antígeno-anticuerpo se basa en identificación de estructuras químicas de 

agentes foráneos como no-propias. El ADN suele ser escasamente inmunogénico dada su 

similitud química y estructural entre los distintos organismos. Sin embargo, los anticuerpos 

anti-ADN son un razgo característico de enfermedades autoinmunes como el Lupus 

Eritematoso Sistémico. El anticuerpo monoclonal anti-ADN ED-10 fue aislado en nuestro 

laboratorio a partir de la inmunización de ratones normales, con un complejo formado por 

el domino carboxilo terminal del factor de transcripción E2 (E2c) del virus de papiloma 

humano cepa 16 (HPV16) unido a su oligonucleótido blanco. En este trabajo de tesis se 

describe el mecanismo de interacción de ED-10 con el ADN, el primer complejo entre un 

anticuerpo monoclonal y el ADN que lo generó, a través de una caracterización estructural, 

termodinámica y cinética.  Se determinó que el anticuerpo monoclonal ED-10 reconoce 

solamente una de las hebras del ADN doble cadena utilizado en el complejo inmunogénico. 

Por otra parte, se cristalizó el fragmento Fab de este anticuerpo formando un complejo con 

ADN inmunógeno, siendo el primer complejo anticuerpo:ADN genuino descripto al detalle 

atómico a la fecha. Se realizó la caracterización termodinámica y cinética de  la interacción 

de ED-10 con el ADN inmunógeno y con oligonucleótidos de poli-Timidina. Los primeros 

experimentos de calorimetría demostraron que la interacción ED-10-ADN esta 

entálpicamente dirigida, tiene una componente entrópica desfavorable y un cambio de 

capacidad calorífica negativo. Los estudios cinéticos demostraron que, la asociación entre  

ED-10 y el ADN presenta solo una fase cinética, con una constante de asociación 

aproximándose al límite de velocidad descripta para interacciones anticuerpo:antígeno. La 

presencia de una constante de disociación cinética extremadamente lenta resultó 

determinante en la formación de este complejo tan estable. Por último, se demostró que 

ED-10 posee actividad nucleasa, aparentemete no específica, degradando ADN doble 

cadena tanto en forma lineal como circular.  
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Specific recognition of a DNA immunogen by its elicited 
antibody: Mechanistic, Thermodynamic and structural 
integration 

 
Summary 

 
Antigen recognition by antibodies is based on the identification of foreign agents chemical 

structures as “non-self” . The DNA is barely immunogenic due to its chemical and 

structural similarity among the different organisms. The Systemic Lupus Erythematosus is 

an autoimmune disease whose main characteristic is the presence of antibodies directed 

against nuclear components, such as histones and DNA. The monoclonal anti-DNA 

antibody ED-10 was isolated in our laboratory from normal mice immunized with a 

complex formed by the carboxi-terminal domain of the E2 transcription factor (E2c) of the 

human papillomavirus 16 (HPV16) bound to it’s DNA target. In this thesis the mechanism 

of interaction of ED-10 with the DNA through a structural, thermodynamic and kinetic 

characterization is described.In addition it was determined that monoclonal antibody ED-10 

recognizes only one of the strands of the double chain DNA used as immunogen in the 

complex. The Fab fragment of this antibody was crystallized forming a complex with 

DNA. This structure represents the first bona fide antibody-DNA immunogen complex 

described at atomic detail. The thermodynamic and kinetic characterization of the 

interaction of ED-10 with its immunogen DNA and with polytimidine oligonucleotides was 

performed. The first calorimetry experiments demonstrated that the ED-10-ADN 

interaction is enthalpically driven, it has an unfavorable entropic component and a negative 

change of heat capacity. The kinetic studies demonstrated that the association between ED-

10 and DNA displays an association rate constant in the speed limit for antibody:antigen 

interactions. The presence of a very slow dissociation rate was decisive in the formation of 

a very stable complex. Finally, it was demonstrated that ED-10 has nuclease activity, 

apparentely non specific, degrading both linear and circular double strand DNA. 
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Abreviaturas 
  

aa: aminoácido  
ADNcd: ADN cadena doble 
ADNcs: ADN cadena simple 
ADNi: oligonucleótido de cadena simple que contiene en su extremo 5’ la secuencia 5’-TC 
ASA: área de superficie accesible al solvente 
∆G: cambio en la energía libre de Gibbs 
∆H: cambio de entalpía del sistema 
∆S: cambio de entropía del sistema 
∆Cp: cambio de la capacidad calorífica del sistema  
EDTA: ácido etilendiamino tetra acético  
HEPES: ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina etanosulfonico 
PMSF: Fenil metano sulfonil fluoruro 
2-Me: 2-Mercaptoetanol  
PAGE: electroforesis en geles de poliacrilamida  
SDS: dodecilsulfato de sodio  
TBS: tris buffer salino  
Tris: tris-hidroximetil amino metano  
Ac: anticuerpo 
Ag:antígeno 
AcMo: anticuerpo monoclonal  
E2c: extremo C-terminal de la proteína E2 del papillomavirus humano cepa 16.  
site 35:  oligonucleótido 18 pares de bases correspondiente a uno de los cuatro sitios de 
unión a ADN de la proteína E2 dentro del genoma del virus HPV-16.  
KD: constante de disociación en el equilibrio 
KA: constante de afinidad en el equilibrio 
kon: constante cinética de asociación  
koff: constante cinética de disociación  
IgG: inmunoglobulina de isotipo G  
Fab: fragmento univalente de una inmunoglobulina  
Fc: fragmento constante de una inmunoglobulina 
Fv: fragmento univalente correspondiente a la región variable de la cadena pesada y liviana 
de una Inmunoglobulina  
CDR: región de determinación de complementaridad  
FR: región conservada dentro del dominio variable  
H: cadena pesada de una inmunoglobulina 
L: cadena liviana de una inmunoglobulina 
C: dominio constante de una inmunoglobulina 
V: dominio constante de una inmunoglobulina 
VH: región variable de la cadena pesada de un anticuerpo  
VL: región variable de la cadena liviana de un anticuerpo 
L1, L2, L3: regiones CDR de la cadena liviana 
H1, H2, H3: regiones CDR de la cadena pesada 
ITC: Titulación calorimétrica isotérmica 
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Interacción entre proteínas y ADN  

Conceptos generales 

La estructura y función de las proteínas que se unen específicamente al ADN ha sido un 

tema de interés fundamental debido al papel crucial que estas juegan en la expresión y 

regulación de la información contenida en los genes. En los complejos proteína:ADN la 

secuencia de bases del ADN reconocida en forma es directa e indirecta a través de distintas 

fuerzas interacción1. A estas podemos dividirlas en distintas clases: i) Fuerzas 

electrostáticas, son de largo alcance y en general no-específicas, contribuyendo en gran 

medida a la energía de unión; ii) Uniones de Hidrógeno, son interacciones dipolares de 

corta distancia, en general tienen una escasa contribución a la energía de unión del 

complejo, pero son esenciales en la especificidad; iii) Interacciones hidrofóbicas, 

generadas principalmente por cambios de solvatación en la superficie de interacción, son de 

corta distancia y sensibles a cambios de estructura, contribuyen a la energía de unión; iv) 

Fuerzas de dispersión, son las de más corta distancia estan compuestas principalmente por 

el  apilamiento de bases (stacking) en doble-hélices e interacción con ADN cadena simple. 

Todas estas fuerzas actúan en conjunción en la interacción proteína-ADN, no obstante es 

muy difícil aislarlas unas de otras y  asignar sus contribuciones relativas con precisión.  

 

Interacción entre proteína y ADN cadena doble   

Desde un punto de vista puramente estructural, el proceso evolutivo ha generado una 

amplia variedad de estructuras proteicas que utilizan distintas estrategias para  reconocer 

específicamente una secuencia de ADN2.  El reconocimiento de las bases del ADN cadena 

doble (ADNcd) por estas proteínas puede involucrar interacciones específicas, como la 

formación de puentes de hidrógeno, atracciones de van der Waals e interacciones 

hidrofóbicas, así como contactos electrostáticos no específicos con los fosfatos de los 

azúcares del esqueleto del ADN. Estos contactos de reconocimiento pueden tener lugar en 

el surco menor, el surco mayor  o ambos, y pueden estar mediados por hélices alfa, láminas 

beta ó giros3.  Una de las consecuencias de esta variedad de estructuras y modos de 

reconocimiento, es la diversidad en la superficie proteica involucrada en la interacción 
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especifica con ADNcd, medida en área accesible de superficie (ASA). Estas son de lo más 

diversas y puede ir desde 600 Å2 a 2800 Å2.4  

Sin embargo, las interacciones entre proteína y ADN no representan un fenómeno simple, 

que pueda entenderse solamente en términos estructurales. Sino que resulta imperioso 

conocer el tipo y magnitud de las fuerzas involucradas  por lo que el análisis 

termodinámico es de vital importancia. Así como existe una gran variedad de estructuras 

que reconocen el ADN, diversas estrategias desde el punto de vista termodinámico 

evolucionaron para lograr una energía libre de unión (∆G) favorable en términos de 

entalpía (∆H) ó entropía (∆S). Si bien el valor del cambio de energía libre  para las  

interacciones proteína-ADN no varía mucho,5 reflejando un rango de afinidades similar por 

la secuencia blanco. Los componentes de la misma, entálpicos ó entrópicos, pueden ser 

muy diversos. Para algunas interacciones específicas proteína ADN, un cambio favorable 

de entalpía (∆H < 0) predomina y dirige la interacción a pesar de un cambio desfavorable 

en la entropía (∆S < 0) mientras que para otras una cambio en la entalpía desfavorable (∆H 

> 0)  es sobrepasado por un cambio en la entropía favorable (∆S > 0)5. Estas diferencias 

termodinámicas han sido asignadas recientemente a interacciones diferenciales con el surco 

menor o mayor del ADN6. En particular se observó que, el valor de ∆H de las proteínas que 

interactúan con el surco mayor es siempre negativo, es decir favorable, mientras que en las 

que lo hacen con el surco menor poseen ∆H siempre positivo, es decir desfavorable. 

Indicando que la entalpía de deshidratación del surco menor excede por lejos aquella 

absorvida por la formación de nuevo enlaces7. 

Las interacciones entre biomoléculas se caracterizan por producir cambios en la  capacidad 

calorífica (∆Cp) del sistema, medidos como la dependencia de la entalpía en función de la 

temperatura. Este parámetro termodinámico es muy utilizado en las interacciones proteína-

ADN, ya que es extremadamente sensible a los cambios en la estructura del solvente. El 

cambio en la superficie apolar, y en menor mediada polar, expuesta al solvente tiene 

distintos efectos sobre el ∆Cp del sistema permitiendo entender las bases físicas que 

subyacen a la formación de la interfaz bimolecular8; 9; 10; 11. Este tipo de comportamiento 

fue originalmente demostrado para plegamiento de proteínas12. Si bien el ocultamiento de 

superficie al solvente es un fuerte componente en el ∆Cp, no se puede explicar este 
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fenómeno solamente en términos de estructura y esta simple situación se complica debido a 

distintas contribuciones, como se verá más adelante. En los primeros estudios realizados 

con el factor de transcripción cro/ADN13 y el represor trp/operón9, así como en muchos 

trabajos subsiguientes, se propuso que las interacciones especificas proteína-ADN se 

caracterizan por tener  un gran cambio negativo en el ∆Cp. De manera opuesta, este 

parámetro prácticamente no se modifica en las interacciones no específicas, lo que indica 

que en estos caso no se producen cambios en la exposición al solvente.  

 

Interacción entre proteína y ADN cadena simple  

El reconocimiento del ADN cadena simple (ADNcs) resulta también esencial en distintos 

procesos biológicos, incluyendo recombinación, reparación, transcripción, entre otros. A 

diferencia del ADNcd, los ácidos nucleicos de cadena simple que no se arreglan en 

estructuras compactas, sino que forman estructuras más flexibles y exponen las bases 

(predominantemente hidrofóbicas) al solvente. Por lo tanto las proteínas que unen ADNcs 

contienen frecuentemente aminoácidos aromáticos en la superficie de interacción, ya que 

estos frecuentemente interactúan con las bases nitrogenadas14.  Los estudios estructurales y 

termodinámicos de las proteínas que reconocen ADNcs aportaron conocimientos claves en 

cuanto a mecanismos de reconocimiento. En general la unión del ADNcs se produce por un 

proceso que involucra interacciones con las bases y el esqueleto del ADN, de una manera 

completamente distinta al ADNcd15; 16; 17; 18; 19. Uno de los casos mejor caracterizados 

estructuralmente, es el de la proteína  codificada por el gen 5 del bacteriófago fd20. Cuando 

el ADN cadena simple viral es sintetizado esta proteína se le une evitando su degradación 

por nucleasas. Esta es una proteína dimérica prácticamemente compuesta en su totalidad 

por hebras β. Las cadenas laterales de los residuos aromáticos de dos de sus hebras 

establecen contactos con las bases del ADN del tipo de apilamiento. Existen diversas 

proteínas que reconocen el ADNcs tanto en forma específica18; 21; 22; 23 como inespecífica24. 

En general,  los parámetros termodinámicos de este tipo de interacciones se caracterizan 

por estar entálpicamente dirigidas y opuestas por la entropía10; 25; 26.  
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Las inmunoglobulinas 

Conceptos generales  

La estructura de una molécula de inmunoglobulina (Ig) fue propuesta por primera vez en 

los laboratorios de Edelman27 y Porter28 en la década del 50. Actualmente se sabe que estas 

están compuestas por 2 cadenas proteicas pesadas (50-60 kDa) y dos cadenas livianas (23 

kDa) unidas entre sí por puentes disulfuro (Figura 1).  

Todas las Ig son glicoproteínas  y contienen dos o más cadenas de azúcares, usualmente 

adicionadas a las cadenas pesadas. En humanos y roedores existen 5 tipos de Ig 

denominados isotipos, los cuales difieren en secuencia de aminoácidos, contenido de 

carbohidratos y propiedades antigénicas de sus cadenas pesadas. En contraste, las cadenas 

livianas son las mismas en todos los isotipos. Estos son: i) IgG, la más abundante de las Ig 

y tienen bajo contenido de carbohidratos, son de alta afinidad y surgen tras la exposición 

repetida a un antígeno (Ag); ii) IgM, complejos de alto peso molecular compuestos por la 

unión de 5 subunidades de Ig, en general son de baja afinidad; iii) IgA, juega un papel  

Figura 1. Ilustración esquemática de una molécula típica de inmunoglobulina. Esta compuesta 
por dos cadenas pesadas idénticas (H) y dos cadenas liviana idénticas (L). Estas se mantienen unidas 
mediante enlaces disulfuro (S-S). Los sitios de combinación (unión del antígeno) están formados por 
un complejo aminoterminal de las cadenas liviana y pesada. La degradación con la enzima proteolítica 
papaina produce los fragmentos Fab y Fc.   
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fundamental en inmunidad al nivel de la mucosa; iv) IgD, están presentes en la membrana 

de los linfocitos B y por último v) IgE, participa activamente en las reacciones alérgicas. 

Cada cadena pesada (H) de una Ig esta compuesta por tres dominios constantes (C) y 1 

dominio variable (V), mientras que cada cadena liviana (L) esta compuesta por un dominio 

C y uno V. Sin embargo, todos estos dominios se arreglan de una manera similar en el 

espacio. A este tipo de plegamiento se le ha dado el nombre de inmunoglobulin fold y su 

estructura fue determinada en trabajos pioneros de cristalografía de rayos X en los 

laboratorios de Poljak y Edmunson29 30; 31 . Desde entonces hasta la fecha, muchas 

estructuras de alta resolución de Ig han sido obtenidas, mostrando características 

estructurales semejantes32; 33; 34. 

 

La topología de plegamiento del  dominio Inmunoglobulina  

A partir de estos estudios cristalográficos, se pudo determinar que el dominio de 

Inmunoglobulina posee una estructura globular compacta particular. La misma está 

formada por láminas β anti-paralelas (7 en los dominios constantes, 8 ó 9 en los variables) 

arregladas en 2 hojas  β solapadas29  (Figura 2A). Los estudios realizados por resonancia 

magnética nuclear (RMN) confirmaron que este dominio adquiría prácticamente la misma 

estructura en solución 35. Existen pequeñas diferencias en el plegamiento del dominio C y 

el V, en el primero una hoja  β es formada por tres hebras y la otra por las 4 restantes 

(Figura 2B). Cada hebra esta conectada con la siguiente por pequeños giros ó loops los 

cuales no poseen ninguna estructura secundaria. En el dominio V  dos hebras β conectadas 

en forma de orquilla,  o una sola hebra, se insertan en una hoja de tres hebras. Los loops 

que conectan las hebras β son mucho más largos que en el dominio constante. La lámina de 

cuatro cadenas localizada por fuera y la hoja de cinco hebras β  interactúan entre sí, 

estabilizando  este dominio (Figura 2B). Las regiones extendidas de los loops del dominio 

V de la cadena liviana (VL) de la cadena pesada (VH) se denominan regiones 

determinantes de complementariedad (CDR, que responden a la sigla en inglés 

complementarity determining region). Cada Ig contiene 6 CDRs, tres correspondietes a la 

cadena liviana (L1, L2, L3) y tres a la cadena pesada (H1, H2, H3),estos se agrupan en el 

espacio formando el sitio de combinación del Ag.  
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Clases canonicas de  CDR’s  

Los CDR’s son las regiones más móviles del dominio variable. A pesar de esto,  se obsevó 

que estos segmentos, a excepción del H3, poseen solo unas pocas conformaciones para el 

arreglo espacial de la cadena principal. A este grupo de conformaciones se las denominó 

“estructuras canónicas” y se determinan a partir de la longitud y composición de 

aminoácidos conservados de cada región CDR36.  De acuerdo a este criterio podemos 

dividir  a las regiones CDR κL1 y κL3 en 6 clases estructurales cada una, λL1 en cuatro 

clases, λL3 en 2 clases, H1 y H2 en tres y cuatro clases respectivamente y L2 no posee 

variación de clase37 38. La combinación de estas distintas estructuras canónicas crea una 

enorme variedad de sitios de combinación posibles, sin embargo en la naturaleza se 

encuentra una pequeña proporción de todas las combinaciones posibles39.  

 

 

Figura 2. Representación de cintas de la estructura tridimensional del dominio de 
inmunoglobulina. (A) Plegamiento del dominio variable de la cadena liviana de una Ig murina. Las 
hebras β (indicadas con flechas) están determinadas con letras mayúsculas. Puede observarse su 
estructura compacta y globular compuesta por hebras β antiparalelas. (reproducido de Constantine et 
al., 1994) . (B) Dominios constante, C y variable, V de una cadena λ humana. Las flechas rayadas 
indican la lámina β de tres hebras mientras que las blancas pertenecen a la lámina β de cuatro 
cadenas. Como barras negras están representados los enlaces disulfuro intradominio estabilizando 
ambas hojas. (reproducido de Edmundson et al.,  1975).   



Introducción 

9 

Reconocimiento Antígeno-Anticuerpo 

Características del sitio de combinación de las inmunoglobulinas 

El sitio de combinación (Figura 3) puede adoptar distintos arreglos y formas dependiendo 

del tamaño y la secuencia de los loops. Estos pueden formar desde una superficie plana y 

chata hasta una cavidad o un surco40. Existe una correlación entre la forma del sitio de 

combinación y el Ag reconocido41. En anticuerpos (Ac) vespecíficos de haptenos, el sitio 

de combinación se asemeja a un grieta42  debido a que, se cree, esta forma optimiza la 

cantidad de contactos entre el hapteno y el Ac. Los haptenos, son moléculas pequeñas que 

inducen una producción específica de Acs cuando son  adheridos a una proteína que actúa 

como transportadora. Por ejemplo, el sitio de combinación del Ac anti-Flouoresceína 4-4-

20 esta formado por un compartimiento relativamente profundo delineado por los residuos 

de la cadena liviana y pesada43.  Los sitios de combinación de los Acs anti-péptidos son 

generalmente descriptos como bolsillos cóncavos de distinto tamaño, formados por casi o 

todos los CDR’s44.  Como el caso del sitio de unión del octapeptido de angiotensina II que 

es bastante profundo y angosto aumentando significativamente el área de contacto entre el 

Ag y el Ac45. Los sitios de unión de moléculas más grandes como proteínas presentan en 

general superficies más extendidas y planas. La superficie del Ac y el Ag son altamente 

complementarias en cuanto a conformación y carga, y las protuberancias de uno de ellos 

coinciden con depresiones en el otro46. El área de contacto entre el Ac y el Ag (superficie 

oculta al solvente)  comprende entre 156 a 500 Å2 para moléculas pequeñas y 632 a 916 Å2 

para complejos formados con Ag proteicos47. Si embargo, no existe ninguna correlación 

directa entre área oculta por los Ag y afinidad por el Ac48.  

El numero de regiones CDRs involucrados en la unión al Ag depende del exclusivamente 

del par Ag-Ac44. Por ejemplo, en complejos de Acs con haptenos  u otras moléculas 

pequeñas como péptidos, la región L2 no participa en la unión con el Ag. Por el contrario, 

en epítopes pertenecientes a Ags de mayor tamaño como la proteína lisozima, los seis 

CDR’s están involucrados en la interacción. De toda maneras esta no es una regla general; 

por ejemplo el sitio de combinación del Ac anti-dinitrofenilo utiliza los tres CDR’s de la 

cadena liviana y el CDR H3 de la cadena pesada49, mientras que en la estructura del Ac 

anti-neuroamidasa el CDR L1 no es utilizado50. Por último, debido a su hiper-variabilidad 
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en la longitud y composición de secuencia, el CDR H3 es extremadamente importante para 

la especificidad, estando involucrado en la mayoría de las interacciones Ag-Ac51 

 

Por último, la comparación de las estructuras de los Ac libres y unidos cristalizados indica 

que existen cambios en la estructura del Ac, tanto en el sitio de combinación como en  sus 

cercanías, como resultado de la formación del complejo con el Ag. Estos cambios pueden 

generalmente ser caracterizados como una adaptación estructural al Ag52. Estos pueden 

incluir, movimientos en la cadena proteica, cambios en la orientación de las cadenas 

laterales de los aminoácidos y desplazamiento relativo del VH con respecto al VL.  

 

Anticuerpos Anti-ADN 

Anticuerpos anti-ADN y Lupus Eritematoso Sistémico 

Los Acs anti-ADN fueron reportados por primera vez en 1957 en sueros de pacientes con 

Lupus eritematoso sistémico (LES)53. Si bien el suero normal contiene niveles bajos de Acs 

anti-ADN, mayormente del tipo IgM54, los sueros de pacientes de LES contienen 

concentraciones altas de Acs anti-ADN, especialmente moléculas de IgG con alta afinidad 

tanto por ADNcs como ADNcd. Otra característica de la enfermedad es la producción de 

Figura 3. Representación del sitio de combinación de las inmunoglobulinas. (A) Modelo espacial 
de las regiones hipervariables de un fragmento Fab. (B) Representación esquemática de las 6 
regiones hipervariables conformando el sitio de combinación (L1-L3, H1-H3). (reproducido de Chothia 
& Lesk, 1987)  

A B 
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Acs contra otras estructuras nucleares incluyendo RNA ribosomal, histonas, 

ribonucleoproteinas, entre otras55. Si bien el estímulo inmunogénico original no es 

conocido, los agentes etiológicos podrían abarcar desde factores ambientales como  virus, 

bacterias y drogas hasta características genéticas hereditarias relacionadas con una mayor 

suceptibilidad a la desregulación del sistema inmune56. El análisis genético de los Acs anti-

ADN generados en forma espontánea en ratones genéticamente predispuestos a desarrollar 

la enfermedad (por ejemplo la cepa (NZBxNZW)F1 )57, indicó que estos Ac son el estímulo 

de una respuesta clonal de células B dirigido por un Ag específico; No obstante, la 

naturaleza o forma de los inmunógenos inductores  de la respuesta anti-ADN no han sido 

determinados aún. En los Acs anti-ADN aislados de estos ratones predispuestos a 

desarrollar LES, la utilización recurrente de determinadas familias de genes variables y la 

extensiva mutación somática presente en las regiones variables a medida que la respuesta 

inmunológica madura, ha sugerido al ADN como el estimulo inductor de estos Acs58; 59; 60; 

61.  

No obstante, estos trabajos presentaron un interrogante: Estaba el ADN actuando como un 

Ag en sí mismo? o solo lo hacía como hapteno? La hipótesis en la cual se considera al 

ADN como un hapteno,  que necesita estar unido a un polipéptido transportador para 

inducir la respuesta T ha ido creciendo en los últimos años62; 63; 64; 65; 66. A partir de esto, 

algunos modelos de inmunización transportador-hapteno con complejos proteína/ADN han 

demostrado que es posible inducir y mantener una respuesta autoinmune en ratones 

normales63; 65; 66; 67; 68. Sorprendentemente, estos Acs presentaron características muy 

similares a los Acs aislados de modelos de autoinmunidad tanto en la especificidad por el 

ADN como en las estructuras de los CDR de las VH y VL (ver más adelante).  

Uno de estos modelos es el desarrollado por el grupo de Marion66; 67 en el cual se utilizó 

como transportador el péptido  Fus1. Este, corresponde a una porción de una proteína de 

Tripanosoma cruzi con capacidad de unir ADN y es altamente inmunogénico. La 

inmunización con este complejo produjo Acs con reactividad contra ADN cadena simple y 

doble66. Por su parte el grupo de Rekvig postula una etiologia viral para la autoinmunidad 

ligada al LES. Los trabajos de este grupo se demostraron que la expresión de una proteína 

viral (al Ag mayor T de poliomavirus) es suficiente para iniciar la producción de Acs contra 
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ADN entre otros62; 63. Estos autores sugieren que el Ag T actúa como proteína 

transportadora del ADN otorgándole a éste su carácter inmunogénico.  

En nuestro laboratorio se realizó la inmunización de ratones normales, con un complejo 

proteína:ADN formado por  fragmento C terminal del factor de transcripción E2 (E2c) del 

virus de papiloma humano cepa 16 (HPV16) y un oligonucleótido cadena doble de 18 pares 

de bases correspondiendo al sitio 35 del genoma de HPV16. Esto resultó en la producción 

de Acs anti-ADNdc que reconocieron específicamente al ADN inmunógeno68; el anticuerpo 

monoclonal (AcMo) ED-10 es uno de ellos. Así mismo, la inmunización repetida con E2c 

libre también indujo la producción de Ac anti-ADN, pero esta vez, sin especificidad de 

secuencia alguna69. El conjunto de estos resultados indicaron que la proteína viral E2c 

puede inducir dos clases de respuesta anti-ADN: una dirigida contra el ADN endógeno y 

otra en la cual se producen Acs secuencia específicos. Un artículo publicado recientemente 

por Sundar y colaboradores70  apoya esta teoría. En este trabajo los autores demostraron 

que la sola expresión de la proteína EBNA-1 del virus Epstein-Barr inducía la producción 

de Ac anti-ADN en ratones normales. El dominio carboxi-terminal de la proteína EBNA-1 

es estructuralmente similar a E2c sugiriendo que la alta inmunogenicidad de este tipo de 

proteínas, sumada a la formación de complejos estables con el ADN, podría ser la causa de 

la producción de Acs anti-ADN. El hecho que complejos proteína:ADN o que proteínas 

heterologas con capacidad de unir ADN puedan inducir la producción de Acs anti-ADN de 

características similares a los desarrollados en los mecanismos de autoinmunidad, hace 

suponer que el mecanismo de iniciación de la respuesta autoinmune anti-ADN debe ser el 

reconocimiento de un complejo proteína:ADN por parte de celulas B y T específicas71.  

 

Especificidad y afinidad por Antígenos de ADN  

Antes del surgimiento de la tecnología de hibridomas, los estudios de afinidad y 

especificidad de los Ac anti-ADN y el ADN se realizaban utilizando sueros policlonales 

provenientes de humanos o de modelos en ratones. Mediante la inmovilización  de ADN en 

fase sólida se identificaron por afinidad, tres tipos de Acs anti-ADN, aquellos que 

reconocen ADNcd, ADNcs, o ambos55; 72; 73. En aquel momento, la heterogeneidad de los 

sueros policlonales representó un problema mayor en los estudios pioneros utilizando Acs 
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anti-ADN. Por lo tanto, la posibilidad de generar AcMos obtenidos principalmente de 

modelos murinos de lupus facilitó la caracterización de este tipo de proteínas.  

Relativamente pocos AcMos anti-ADNdc fueron caracterizados hasta la fecha. 

En los primeros trabajos, Braun y Lee, mediante ensayos de protección frente a la 

desnaturalización, demostraron que cada sitio de combinación del  AcMo anti-ADNcd Jel 

241 reconoce aproximadamente 6 pares de bases en el ADN74. Este valor es típico de las 

proteínas que unen ADN, las cuales reconocen de 6 a 10 pares de bases del ADNcd75. Este 

AcMo demostró tener una constante de disociación en el equilibrio (KD) medida por 

filtración en geles en el orden 10 µM para el ADNdc. En trabajos posteriores, Herrmann et 

al utilizaron la técnica de SELEX76 para determinar la una secuencia consenso de ADNdc 

para el AcMo anti-ADNcd 33.C977. Brevemente, esta técnica se basa en la selección de una 

secuencia de ADN consenso a partir de una población aleatoria de oligonucleótidos. En 

cada ciclo se separan los complejos AcMo:ADN de mayor afinidad, luego se extrae el 

ADN para ser utilizado como molde de una PCR. El producto de esa PCR es utilizado para 

un nuevo ciclo de selección. Recientemente este mismo grupo demostró que ese Ac 

reconoce al ADNdc con una alta afinidad (KD ≈ 10 nM)78. En nuestro laboratorio se 

demostró que ED-10 reconoce al ADNdc inmunógeno con una afinidad aún mayor (KD ≤  1 

nM) 68. Posteriormente se demostró que, esta interacción posee entalpía y entropía 

favorable y produce un desplegamiento parcial del ADN79.  

Los primeros trabajos con AcMos anti-ADNcs encontraron una alta variabilidad en cuanto 

a la especificidad contra los oligonucleótidos sintéticos reconocidos sin embargo en la 

mayoría de los casos los arreglos de politimidina resultó ser el polímero mejor 

reconocido80; 81; 82. Más aún, muchos AcMos anti-ADNcs no reconocen 

poliribonucleótidos73. Esta observación sugirió que o bien los Acs eran capaces de 

discriminar entre los dos tipos de azucares, o bien la mayor tendencia a formar estructuras 

secundarias o terciarias en los polimeros de ARN imposibilitaba el acceso a las bases 

nucleotídicas. Esta última parecería ser la hipótesis correcta ya que los AcMos son capaces 

de unir oligo-deoxi-uracilo81; 83. 

Posteriormente, Tetin y colaboradores demostraron que BV04-01, un AcMo obtenido de 

ratones con predisposición a desarrollar lupus (NZBXNZW)F1, posee selectividad por 



Introducción 

14 

oligonucleótidos de politimidina  ( p(dT) ) presentando una KD ≈ 0.1 µM para un polímero 

de 7 bases de longitud (d(T)7)84. Trabajos posteriores realizados por Komissarov et al  

demostraron que el AcMo DNA-1 (surgido de una biblioteca combinatorial de 

bacteriofagos) también era capaz de discriminar entre distintos polímeros de ADN, 

presentando preferencia por d(T)15, KD ≈ 0.1 µM.  

Más allá de poseer selectividad por el tipo de bases, los trabajos del grupo de Glick con 

ligandos seleccionados artificialmente han demostrado que los anti-ADNsc poseen 

especificidad de secuencia85 . Utilizando AcMos anti-ADNcs, derivados de un raton con 

predisposición a generar lupus, mediante tecnica de SELEX76 aislaron una secuencia 

consenso de alta afinidad de un grupo de oligonucleótidos generados al azar83. En particular 

el AcMo anti-ADN 11F8 ha sido extensamente caracterizado. Este es capaz de reconocer la 

secuencia específica seleccionada de ADNsc con una afinidad del orden KD ≈ 10 nM y 

discriminarla frente a otras secuencias de ADNsc85.  

 

Aspectos de la estructura primaria de los Anticuerpos anti-ADN 

Muchos de los Acs anti-ADN se distinguen por poseer un punto isoeléctrico elevado lo que 

genera una carga positiva a pH neutro86; 87. Esto se debe, en gran parte, a que sus regiones 

V poseen un inusual número de aminoácidos básicos como arginina y lisina. Especialmente 

la secuencia de las regiones CDR88; 89. El aminoácido arginina aparece en una frecuencia 

inusualmente alta en los CDRs de las IgG de los autoAcs anti-ADNdc88; 90; 91. Este residuo 

es particularmente utilizado para la unión con el ADN en Acs y otras proteínas que unen 

ADN, ya que puede formar uniones hidrógeno con las bases y uniones iónicas con los 

fosfatos del ADN92. La asparragina, es otro aminoácido que puede formar uniones de 

hidrógeno y su aparición en los CDR de los Acs anti-ADN también es muy frecuente92. 

Aunque los anti-ADN utilizan segmentos VH de distintas líneas germinales ciertos 

miembros de algunas familias como: J558, Q52 y 7813 ocurren con una frecuencia mayor a 

la predicha por un mecanismo aleatorio88. Como en el caso de las cadenas pesadas, el uso 

de las cadenas livianas no esta restringido, pero las familias Vκ1 y Vκ8 ocurren con mayor 

frecuencia que la predicha por el azar, al igual que ciertas combinaciones VH-VL59; 88. 
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Además, la estructura primaria muestra una gran superposición en la utilización de los 

genes variables entre los Acs anti-ADN generados por autoinmunidad y aquellos que 

resultaron de inmunizaciones experimentales93; 94; 95. Esto lleva a suponer que, tanto los 

autoAcs anti-ADN surgidos espontaneamente como los inducidos por inmunización, 

surgirían del mismo grupo precursor de células, donde algunas podrían ser productoras 

naturales de autoAcs anti-ADN que evadieron los mecanismos de tolerancia92. De todas 

maneras no pueden descartarse el surgimiento de Acs anti-ADN mediado por la reactividad 

cruzada entre el ADN y otros Ags no propios. 

 

Papel de la cadena liviana y pesada en la interacción de los anticuerpos 

anti-ADN-ADN  

El requerimiento tanto de la cadena L como la H para formar un sitio de combinación 

completo fue documentado en los trabajos pioneros con Ig. En estos se demostró mediante 

métodos químicos que ambas cadenas participaban en la interacción con el Ag 96; 97. Esto 

también ha sido confirmado a partir de  las estructuras cristalinas de complejos Ag/Ac 

resueltas98. Por otra parte, la mayoría de los Acs descriptos, forman el grueso de los 

contactos con los Ags utilizando la cadena H. Principalmente el CDR-H3 establece  más 

contactos que cualquier otro CDR98. Por ejemplo, en un trabajo clásico, Utsumi et al  

demostraron que sólo la cadena pesada  del AcMo anti p-aminofenil-β-lactosido da cuenta 

del 87% de la afinidad de unión de ese Ac 99. La importancia de la cadena H en la union al 

Ag de muchos Acs anti-ADN, tanto los autoinmunes como los inducidos por inmunizacion, 

fue documentada extensamente100; 101; 102; 103; 104; 105; 106; 107; 108.  La dominancia de la cadena 

pesada parecería ser universal en los Acs anti ADN de ratón104, sin embargo se ha descripto 

para dos AcMos anti-ADN  de humanos  que la cadena livianaes fudamental para la unión 

al ADN109. 

Un estudio detallado realizado intercambiando los dominios CDRs del AcMos DNA-1 (alta 

afinidad por el ADNsc) y con los del AcMo D5A (baja afinidad por el ADN) analizó el 

papel  de los distintos CDRs individuales del dominio VH110. En este trabajo se probó la 

importancia de los CDR-H1 y CDR-H3 de la región VH en el reconocimiento del ADN por 

DNA-1. Mediante el intercambio de los CDRs entre los Acs, demostraron que la afinidad y 
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especificidad para el reconocimiento de ácidos nucleicos está  drásticamente alterada por el 

cambio de los mismos. Luego, mediante mutagénesis sitio dirigida, el mismo grupo 

determinó aquellos residuos críticos del CDRH3 de DNA-1 que determinan la afinidad y la 

especificidad para la unión a oligonucleótidos111; 112.  

Mientras que se demostró que los VH per se son capaces de unir ADN, muchos trabajos 

apuntan a que sería el VL el que modularía  esta actividad. Incluso, algunos VL pueden 

bloquear completamente la actividad de  unión al ADN de los VH 102; 103; 107; 113. Un  

ejemplo de esto es el caso del Ac anti-ADNdc 3H9, obtenido de ratones con lupus, la 

especificidad y afinidad de unión al ADN se vio modificada por la combinación de una 

cadena H con distintas cadenas L102.  Por lo tanto la cadena L jugaría un papel importante 

en la modulación de la afinidad y especificidad de unión y podría además permitir 

reconocimiento de distintos determinantes antigénicos92. Así mismo, en estudios con 

AcMos anti-ADN obtenidos de ratones predispuestos a general lupus (MRL-lpr)  se 

demostró que la presencia de  arginina en el CDR3 de la VH y VL determinaba la 

dominancia de las cadenas en la unión al ADN. Indicando que, en aquellos Acs en los que 

ambas cadenas son necesarias para la unión al ADN, los residuos de arginina se 

encontraron en ambos CDR3; mientras que  en los que solo interaccionan por medio de la 

cadena pesada, solo presentan argininas en la VH104. 

 
Estructuras Critalográficas de Anticuerpos anti-ADN y complejos anti-ADN/ADN  

De acuerdo a lo reportado en el Protein Data Bank114 (PDB) a la fecha solo existen al 

rededor de  400 estructuras de Acs. De esta suma, sólo 142 corresponden a complejos 

Ac/Ag y un puñado a complejos de Ac:ADN, mientras que hay casi 900 estructuras de 

complejos proteína:ADN determinadas. El análisis de estructuras cristalográficas de 

fragmentos Fab y Fv con distintos Ags aportó información importante en cuanto a las 

contribuciones de las cadenas H y L en la unión. De esta manera,  se demostró que en  

muchos de los casos los 3 CDRs de cada una de las cadenas establecen contactos con el 

Ag98.  

La primera estructura cristalográfica determinada de un fragmento Fab de un Ac 

autoinmune fue la del AcMo Hed10115. Este anti-ADN fue aislado de ratones NZB/NZW 
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propensos a generar lupus y mostró tener cierta especificidad por oligonucleótidos p(dT). 

La estructura fue determinada con una resolución de 3.0 Å y en esta se observó que el 

dominio variable y el constante se encontraban conectados por polipéptidos cortos 

aportando flexibilidad al domino Fv dentro de la estructura del Fab. La estructura general 

de este Fab mostró ser similar a los otros descriptos por lo que, en este trabajo,  se propuso 

que el potencial patogénico de los Acs autoinmunes debería residir en las regiones CDR y 

no en la estructura general del Ac. 

Herron  y colaboradores realizaron un análisis detallado de la estructura de un Ac libre y 

formando un complejo con ADNsc116. En este trabajo se describió la interacción del Ac 

BV04-01 con un oligonucleótido de 3 bases de timidina.  La comparación estructural entre 

del Ac libre y el complejo reveló pequeños ajustes en la orientación de los dominios VH y 

VL luego de la interacción. Sin embargo, se observaron grandes cambios conformacionales 

locales, principalmente en el CDRL1 y CDRH3 los cuales contribuyeron a mejorar la 

complementariedad entre el fragmento Fab y el d(T)3.  La mayor cantidad de contactos con 

BV04-01 se observaron con la base de la timidina central, la cual está inmobilizada por 

interacciones cooperativas de apilamiento de regiones hidrofóbicas y uniones hidrógeno. La 

timidina central está intercalada entre el anillo del triptofano H100a y el anillo de la tirosina 

en la posición L32 (Figura 4). Se observó un movimiento significativo de este triptofano 

respecto a su posición en la conformación libre para permitir este apilamiento.  La 

orientación de la timidina es favorable también para la formación simultánea de dos 

uniones de hidrógeno con un oxígeno carbonilo de la cadena principal y  con el grupo 

hidroxilo de la cadena lateral de la serina L91 (Figura 4 A). Las dimensiones determinadas 

para el surco del sitio de combinación de BV04-01 indicaron que era capaz de acomodar 

DNAcs pero no DNAcd. A pesar que la timidina central es la que establece la mayoría de 

los contactos, las otras dos establecen contactos con la cadena L o H de BV04-01. Estos 

aspectos de la estructura cristalina son consistentes con los resultados determinados en el 

mapeo químico realizado en BV04-01117 y con el modelado molecular del Ac de ratón anti-

ADNcs V-88 y su complejo con el ADN118. 
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La porción Fab del Ac DNA-1 fue cristalizada con un ligando  de 5 bases de timidina 

d(T)5
119; 120. Esta estructura resuelta a 2.1 Å mostró que DNA-1, al igual que BV04-01, se 

reconoce al oligo(dT) mayormente mediante el apilamiento de las bases entre los anillos 

aromáticos de los aminoácidos (en este caso todas cadenas laterales de tirosina). En esta 

estructura también se observaron uniones de hidrógeno entre la proteína y el ADN. Los 

residuos de tirosina que intercálan las bases del ADN son el L32, L49, H100a mientras que 

la histidina L91 y la asparragina L50 establecen uniones de hidrógeno (Figura 4 B).  La 

comparación de la estructura de DNA-1 con las otras estructuras Ac:acido nucleico  

resueltas hasta ese momento permitió al grupo de Tanner sugerir un modulo común de 

reconocimiento para Acs que unen ADNcs120. Este motivo se denominó “D-ARM” y 

consiste en la tirosina L32, una unión de hidrógeno en la pisicion L91 y una cadena lateral 

Figura 4. Modulo de reconocimiento de ADNcs 
de Anticuerpos (D-ARM). (A) El sitio de T2 del 
Fab de DNA-1:d(T)5. (B) El sitio T2 de BV04-
01:d(T)3. Las líneas punteadas denotan uniones 
de Hidrógeno. El ADN (amarillo) y las cadenas 
laterales de los aminoácidos del D-ARM (blancas) 
están representados como esferas y bastones. 
(reproducido de Tanner et al., 2001).  

B 

A 
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aromática en la punta del CDRH3 (Figura 4). Las cadenas laterales de arginina del CDR-

H3 de DNA-1 parecerían jugar un papel fundamental en la unión al ADN. En lugar de 

formar pares iónicos con d(T)5, estas contribuirían al reconocimiento de d(T)5 ayudando a 

mantener la integridad estructural del sitio de combinación. Existen otros ejemplos en los 

cuales algunos residuos de los CDRs no solo participan en el reconocimiento del Ag, sino 

que influencian también la estructura del mismo121; 122. Esto sería muy importante para 

DNA-1 cuyo CDR-H3 posee una gran versatilidad de conformaciones.  La comparación de 

la estructura de DNA-1:d(T)5 con la del complejo DNA-1:HEPES, determinada 

posteriormente, mostró un gran movimiento en el CDR-H3. Este cambio estructural  

provocó que el sitio de combinación deje de ser un surco angosto, apropiado para la 

insersión de las bases de timidina, y se transforme un surco ancho capaz de acomodar el 

HEPES123. En un trabajo reciente, se determinaron dos estructuras de la conformación libre 

de este AcMo. En ambas se observó que, los cinco residuos de la parte superior del CDR-

H3, aparecían desordenados.  Mientras que, la unión del ligando a este Ac provocó el 

ordenamiento de esta región124. A partir de esto se sugirió que este CDR sería muy flexible 

y adoptaría múltiples conformaciones en el estado libre. 

La estructura cristalográfica de la fracción Fab del AcMo 64M-2 fue determinada como 

complejo con el fotodimero dT(6-4)T a 2.4 Å de resolución125. En este caso, todas las 

regiones CDR, excepto la CDR-L2, están involucradas en la interacción con el ligando. 

Este ligando circular es completamente acomodado en un sitio de combinación con forma 

de bolsillo. La base 3’ de la pirimidona forma una unión de hidrógeno con la histidina H35, 

y está en intimo contacto con el triptofano H33. El esqueleto de azúcar-fosfato que conecta 

las bases esta rodeado por los residuos histidina L27d, tirosina  L32, serina L92, triptofano 

H33 y serina H58, pero no forma uniones de hidrógeno con ninguno de estos residuos.  

Las estructuras de dos Fab que reconocen ANDcd han sido determinadas en la forma libre. 

Jel 72126, un Ac de ratón que reconoce dímeros de p(dG)/p(dC)  y Jel 318126 que reconoce 

ADN de hélice triple. Para estos Acs la interacción con el ADN fue modelada 

computacionálmente . En el primer caso, las simulaciones predijeron que  los residuos del 

CDR-H3 interactúan con las bases del ADN a través del surco mayor, mientras que en el 

segundo AcMo los residuos del CDR-H2 forman contactos con las bases de ADN en el 



Introducción 

20 

surco menor de la triple hélice. El modelado computacional  y las estructuras 

cristalográficas indicaron que el sitio de combinación de los Ac anti-ADNcd difiere 

considerablemente del de los anti-ADNcs. Para estos últimos, la conformación se asemeja a 

una grieta profunda en la cual se inserta el Ag116 115; 120; mientras que en los anti-ADNcd y  

en los anti-ADN hélice triple, el sitio de unión del Ag es una superficie plana donde los 

CDRs establecen contactos electrostáticos con el ADN127; 128; 129. En estos últimos, los sitios 

de combinación modelados están generalmente bordeados por cadenas protuberantes las 

cuales poseen los aminoácidos cargados. Estas proyecciones estarían ubicadas de manera 

tal de poder penetrar el surco mayor y menor del ADN de manera de establecer contactos 

específicos con las bases129; 130. 

 

Anticuerpos con actividad catalítica 

Actualmente, los Acs con actividad catalítica son llamados “Abzymas” término surgido de 

combinar las palabras en ingles “antibody” y “enzyme” .  El interés en la función catalítica 

de los Acs surge de la posibilidad de aumentar su potencia biológica; debido a que una sola 

molécula puede ser usada para escindir múltiples moléculas de Ag, y porque en muchos 

casos éste, al ser cortado es inactivado en forma permanente. Por el contrario, los Acs que 

se unen reversiblemente a un Ag lo   neutralizan estequiométricamente y  si se produce 

disociación del complejo, el Ag recupera su  actividad biológica. Por esta razón, las 

abzimas, poseen un gran potencial como herramientas con función terapéutica. En forma 

opuesta, en enfermedades autoinmunes, cuando se dirigen contra autoantígenos la función 

catalítica puede servir como un potente amplificador de la patología de la enfermedad131. 

Los conceptos que hicieron posible pensar en inducir Acs con actividad catalítica se 

basaron en los preceptos originales de Pauling132. El sugirió que la habilidad de la enzimas 

de acelerar las reacciones químicas era dependiente de “la complementariedad del sitio 

activo de la enzima con el complejo activado ó estado de transición”. Luego, Jencks133 

sugirió que dicha complementariedad podía ser obtenida en los Acs inducidos utilizando 

análogos estructurales de estados de transición. Fue por esto que, inicialmente, se creyó que 

la obtención de Acs con actividad catalítica era un evento forzado, que debía ser inducido 

mediante la inmunización. Los análogos de estados de transición provocarían la 
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maduración de  Acs capaces de reconocer esta fase de la reacción química, disminuyendo la 

barrera de energía que separa los reactantes de los productos. En 1986 los trabajos de 

Schultz y Lerner demostraron que los Acs inducidos contra fosfatos y fosfonatos 

tetraédricos, podían catalizar selectivamente la hidrólisis de carbonatos y ésteres134; 135 Sin 

embargo, se  demostró luego que era posible también inducir Acs catalíticos mediante la 

inmunización con moléculas en el estado basal136. En trabajos posteriores se observó la 

presencia de  actividad catalítica en Acs anti-idiotípicos originados contra Acs dirigidos 

contra enzimas137. Estos resultados tomados en su conjunto indicaron que la inmunización 

con  análogos del estado de transición no era la única forma de obtener Acs con actividad 

catalítica. Incluso, en ciertas enfermedades autoinmunes, se encontraron  autoanticuerpos 

con ésta actividad. Entre ellas, se observó que Acs policlonales aislados de pacientes con 

asma eran capaces de catalizar la hidrólisis de la unión peptídica entre una glutamina y una 

metionina en el péptido intestinal vasoactivo138. Subsecuentemente, Shuster y 

colaboradores reportaron la presencia de actividad nucleasa de ADN en sueros de pacientes 

con LES,139  mientras que Li y colaboradores lo hicieron para Acs que hidrolizaban 

tiroglobulina en pacientes con tiroiditis de Hashimoto140. Estos descubrimientos 

confirmaron que la inmunización deliberada con el Ag no era un requisito para la expresión 

de la función catalítica141 y que, por lo tanto, la función catalítica podía surgir naturalmente.  

Finalmente, a grandes rasgos existen dos hipótesis en cuanto al posible origen de la 

actividad catalítica en Acs. La primera indica que la actividad catalítica se generaría  de 

novo, mediante mutaciones somáticas en las regiones variables durante el curso de la 

maduración clonal B donde la presión de selección es impuesta por el Ag. La otra, se basa 

en la presencia de actividad proteolítica en la cadena liviana de varios AcMos142; 143 y en 

preparaciones de Acs policlonales de individuos sanos144. Esto útimo indica  que la 

capacidad  catalítica  es una propiedad intrínseca y heredable transmitida por los genes 

variables de la línea germinal.  

 

El Anticuerpo monoclonal anti-ADN ED-10 

Como se mencionó anteriormente, en nuestro laboratorio se obtuvieron AcMos anti-ADN 

de alta afinidad y especificidad por medio de la inmunización de ratones normales de la 
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cepa BALB/c con el complejo formado por E2c y el site 35-18 de HPV16. El resultado de 

esta inmunización fue un panel de AcMos los cuales reconocieron selectivamente a la 

proteína, al complejo y/ó al ADN145. Mediante ensayos de ELISA se determinó que los 

AcMos ED-10 y ED-84 reconocían al ADNdc inmunógeno. Esta actividad fue confirmada 

por experimentos de retardo de movilidad electroforética en geles y a través de 

experimentos de titulación al equilibrio seguido por el cambio de fluorescencia de 

triptofano de los AcMos. Se determinó  una KD ≈ entre 0.5-1 nM y un factor de 

discriminación (KD  específico/ KD no específico) para las distintas secuencias de ADN que 

va desde 125 a 20.000 veces68. El análisis de los CDRs de ambos Acs indicó 

hipermutaciones en el dominio VH. Sorprendentemente el CDR-H3 de ambos AcMos 

resultó ser idéntico, lo cual enfatíza la posibilidad de una fuerte selección mediada por el 

Ag. La línea germinal del VH para ambos es J558 típicamente reportada para otros Acs 

anti-ADN88 mientras que la del VL es distinta explicando de alguna manera las diferencias 

en afinidad68. Curiosamrnte, a diferencia de  otros anti-ADN reportados estos AcMos no 

presentan alta proporción de residuos cargados en sus regiones variables.    

Posteriormente,  se demostró que la afinidad de ED-10  por el ADNcd se mantenía 

constante independientemente de la concentración de NaCl79, sugiriendo que  las 

interacciones electrostáticas no eran importantes para la estabilización del complejo. A esto 

se sumó la indiferencia  de la interacción a los efectos de soluto mediados por NaCl, 

comportamiento que indicó que las moléculas de agua jugaban un papel marginal en la 

formación de la interfaz. La formación del complejo ED-10:site 35-18 doble cadena, fue 

acompañada por un ∆Cp positivo lo cual sugirió un rearreglo en el oligonucleótido de 

ADNcd. La constante de asociación cinética con el ADNcd  fue 4 ordenes de magnitud 

menor al de su ligando natural presente en el complejo inmunógeno (E2c). Esto indicó la 

existencia de una barrera energética posiblemente impuesta por la ausencia de una 

componente electrostática y posibles rearreglos conformacionales79.  
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Objetivos  

El objetivo de este trabajo de tesis es caracterizar desde un punto de vista integral de la 

interacción de AcMo ED-10 con su ADN inmunógeno. El hecho que  ED-10 haya sido 

obtenido por inmunización con un complejo proteína:ADN definido molecularmente,  lo 

convierten en un excelente modelo de estudio que permite describir las bases moleculares y 

estructurales tanto de la interacción Ag-Ac como proteína:ADN. No solo eso, permite 

anticipar la posibilidad del diseño de drogas para combatir el- LES una dolencia 

ampliamente distribuida en mujeres (9 de cada 10 pacientes de lupus son mujeres), con 

perspectivas de intervención terapéutica. 

 

 Las etapas planteadas para cumplir con este objetivo fueron las siguientes: 

 

i) La obtención de la secuencia mínima de ADN necesaria para la unión mediante 

el uso de técnicas espectroscópicas en solución. 

ii) La cristalización del complejo ED-10:ADN inmunógeno y la resolución de su 

estructura tridimensional, para definir la arquitectura exacta del sitio de 

combinación. 

iii) Una caracterización termodinámica detallada de la interacción ED-10-ADN 

inmunógeno y ED-10-ADN. 

iv) La determinación del mecanismo cinético de formación y disociación del 

complejo ED-10:ADN inmunogéno; ED-10:ADN. 
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Preparación de oligonucleótidos 

Los oligonucleótidos de cadena simple fueron adquiridos a IDT (Coralville, IA, EEUU). 

Luego de la síntesis, los oligonucleótidos fueron purificados por geles de poliacrilamida. La 

concentración del oligonucleótido cadena simple fue calculada utilizando el coeficiente de 

extinción 146 a 260 nm indicado por el proveedor. El apareamiento de hebras para obtener el 

oligonucleótido doble cadena se realizó mezclando cantidades equimolares en buffer Bis-

Tris-HCl 10 mM pH 7,0, NaCl 0,2 M, incubando 5 minutos a 95˚ C y enfriando lentamente 

hasta 25˚ C por 16 horas.  

El oligonucleótido  al que denominamos site 35-18 doble cadena corresponde a la 

secuencia de uno de los cuatro sitios de unión a ADN de la proteína E2 dentro del genoma 

del virus HPV-16.  La secuencia de la hebra B de este oligonucleótido sintético es:  site 35-

18 B  5’-TCA ACC GAT TTC GGT TAC -3’. Abajo se listan las modificaciones a este 

oligonucleótido cadena simple y otros oligonucleótidos sintéticos cadena simple utilizados, 

con su respectiva denominación: 

 
site 35-18A  5’-GTA ACC GAA ATC GGT TGA-3’ 

site 35-18B  5’-TCA ACC GAT TTC GGT TAC-3’ 

site 35-10B  5’-TCA ACC GAT T-3’ 

site 35-6B  5’-TCA ACC -3’ 

site 35-4B  5’-TCA A-3’ 

site 35-3B  5’-TCA -3’ 

site 35-2B  5’-TC-3’ 

site 35-48 B 5’-TGT G(…)TCA ACC GAT TTC GGT TAC(…)G GGC-3’ 

iset 35-48 B 5’-TGT G(…)TAC TTG ACA GGT CCA TGT(…)G GGC-3’ 

site 35-80 A 5’-TCT T(…)GTA ACC GAA ATC GGT TGA(…)G ACG-3’ 

site 35-80 B 5’-CGT C(…)TCA ACC GAT TTC GGT TAC(…)G ACG-3’ 

site 35-18B5’C  5’-CCA ACC GAT TTC GGT TAC-3’ 

site 35-18B5’G 5’-GCA ACC GAT TTC GGT TAC-3’ 

site 35-18B5’A 5’-ACA ACC GAT TTC GGT TAC-3’ 

d(T)5   5’TTT TT-3’ 

d(T)10   5’TTT TTT TTT T-3’ 
d(T)15   5’TTT TTT TTT TTT TTT-3’ 
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Los oligonucleótidos de site 35-48 y site 35-80 llevan la secuencia de site 35-18 en el 

medio circundada por la misma secuencia de bases del genoma de HPV-16. El iset 35-48 

presenta en el centro la misma composición de bases que el site 35-18 pero ordenada 

aleatoriamente. Los oligonucleótidos indicados con el subíndice “bio” llevan unida  una 

molécula de biotina en su extremo 3’  a través de un brazo de 6 carbonos. 

 

Purificación de los anticuerpos y fragmentos Fabs 

Para la producción de IgGs del AcMo ED-10 se inyectaron ratones BALB/c con 0,5 ml de 

pristane (Sigma) intra peritoneal  15 días previos a la inoculación con las líneas de 

hibridoma de ED-10 (0,5-1,5 x 106 células por ratón).  A partir de las dos semanas de 

inoculadas las células, se comenzó con la recolección del líquido ascítico.  Luego de cada 

extracción, el liquido ascítico se centrifugó a 12.000 rpm durante 25 min.,  se descartaron 

los componentes lipídicos y el precipitado, y se congeló a -70˚ C hasta finalizar la 

recolección.  El líquido ascítico total recolectado fue precipitado al 50% con una solución 

saturada de (NH4)2SO4 durante 2 horas 4˚ C.  Luego se centrifugó y el precipitado fue 

resuspendido en Tris-HCl  25 mM; NaCl 150 mM; pH 7.0 (TBS) y dializado contra 100 

volúmenes de Na3PO4 40 mM pH 8,0.  La fracción soluble de la diálisis fue sembrada en 

una columna de intercambio aniónico DEAE-Sephacel (Sigma), previamente equilibrada en 

el mismo buffer.  En estas condiciones, las moléculas de IgG no son retenidas en la 

columna, siendo eluidas al aplicar el flujo continuo del mismo buffer.   

Como último paso de purificación de las IgG, la fracción eluída de la DEAE se concentró 

con un Centriprep-10 (Millipore) y se sembró en una columna de filtración por tamiz 

molecular Superdex 200 (Pharmacia).  El pico mayoritario, con una pureza >98% 

correspondió al de la IgG (PM=150 kDa), el otro pico obtenido correspondió a la 

transferrina.  Para la obtención de fragmentos univalentes Fab, se digirió la IgG con la 

proteasa Papaína (Sigma).  En cada caso, se puso a punto la condición de la digestión,  que 

esta entre las distintas preparaciones.  En general, se utilizó una relación de masas de 

Papaína/IgG de 1/200 en presencia de EDTA 7 mM y β-Mercapto etanol 7 mM incubando 

a 37˚ C durante 1 hora, con inversiones cada 20 min, el ensayo se interrumpió por el 

agregado de PMSF.  El patrón de la digestión se analizó por medio de una corrida 
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electroforética en un SDS-PAGE desnaturalizante 12,5%.  Luego, el producto de la 

digestión se dializó contra un buffer NaCH2O2 25 mM pH 4,0 y se sembró nuevamente en 

una columna VyDAC 400 VHP (BioRad), previamente equilibrada en el mismo buffer. El 

Fab quedó retenido en la columna. Para eluirlo se realizó un gradiente de NaCl de 0 a 0.5 M 

en 30 minutos a un flujo de 2 ml/minuto.  En el gradiente se observaron 4 picos donde el 

primero correspondió al fragmento Fab con una pureza >98%. Como último paso de 

purificación, la muestra se concentró, luego se dializó contra NaC2H3O2 10mM; NaCl 150 

mM pH 5,0 y se pasó por una columna de filtración molecular Superdex 75 (Pharmacia), 

resultando en un pico homogéneo.  

La concentración de IgG y Fab purificados se determinó por absorbancia a 280 nm, 

utilizando el coeficiente de extinción 1,5 ml/mg cm-1 en ambos casos. Una vez determinada 

la concentración se almacenó congelada a -70˚C en 50% glicerol. Por último, para su uso 

los fragmentos Fab fueron descongelados, filtrados por el tamiz molecular supedex 75 

(Pharmacia) y almacenado a 4˚C con 10% glicerol y 0.05 % m/v NaN3. Los Fab en uso, se 

titularon semanalmente mostrando retener su actividad de unión estequimétrica por al 

menos dos meses. El rendimiento promedio de las purificaciones fue de 4 mg de IgG y 1 

mg de Fab por ml de líquido ascítico original. 

 

Estudios de interacción anticuerpo-ADN por espectroscopía de 

Fluorescencia 

Los ensayos de unión a ADN medidos por fluorescencia se realizaron con un 

espectrofluorímetro Aminco Bowman Series 2, con una  geometría en “L” (Spectronic Co. 

Rochester, NY, EEUU). Las titulaciones de fluorescencia intrínseca de triptofano de ED-10 

con distintos oligonucleótidos se llevaron a cabo fijando la longitud de onda de excitación 

en 295 nm y registrando la emisión a los 340 nm.  Todas las titulaciones se realizaron 

agregando pequeñas cantidades de una solución concentrada del ligando (ADN) a una 

cantidad fija de Fab, permitiendo 5 min. de equilibrado en cada punto.  Las cantidades de 

Fab empleadas variaron dentro de un rango de concentraciones (5-200 nM), dependiendo 

de la afinidad del  oligonucleótido utilizado.  La dilución máxima al final del ensayo fue del 

10%, y la fluorescencia fue corregida en forma acorde.  Las mediciones se realizaron en 
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buffer TBS a una temperatura de  25 ± 0.1° C en un volumen final de 1 ml.  En los casos de 

titulaciones en las que se empleó una  concentración de proteína menor a 50 nM, el 

volumen se aumentó a 3 ml y se utilizó un cubeta espejada para lograr mayor sensibilidad.  

En las titulaciones realizadas para evaluar el efecto de la sal en la interacción Fab/ADN, la 

concentración salina del buffer TBS (0,15 M NaCl) se modificó hasta llegar a la 

concentración deseada (Ej., 1 M NaCl). En las mediciones realizadas para evaluar el efecto 

en la interacción del cambio de polaridad se agregó tanto etanol o metanol hasta obtener la 

polaridad deseada. 

 

Determinación de la constante de disociación al equilibrio 

Para la determinación de la constante de disociación al equilibrio, dada la estequiometría 

1:1 se utilizó el siguiente modelo: 

    

! 

[Fab] + [ADN] " [Fab / ADN]   [1] 

donde  la constante de disociación (KD) se definió como 

    

! 

K
D

=
[Fab] " [ADN ]
[Fab : ADN ]

  [2] 

Ajustando la siguiente ecuación a los datos obtenidos pudo obtenerse el valor de KD: 

      

! 

[Fab / ADN ] = 0.5 " #F " ([ADN ] + [Fab] + K
D
) $ [([ADN ] + [Fab] + K

D
)2
$ (4 " [ADN ] " [Fab])]0.5  

[3] 

Siendo ∆F la diferencia en la señal intrínseca de triptofano del Fab libre con el unido a 

ADN, [Fab] y [ADN] las concentraciones de Ac y ADN totales y KD la constante de 

disociación para la interacción Fab/ADN. Finalmente la calidad del ajuste se midió por la 

desviación de las diferencias de cuadrados y por desvío aleatorio de residuales. 

 

Cálculo de Energía libre de  Gibbs (∆G) 

Para el cálculo de la energía libre de Gibbs a partir de los valores obtenidos para las 

constantes de disociación al equilibrio se utilizó la siguiente ecuación: 



Materiales y Métodos 

33 

  

! 

"G = R #T # ln K
D( )   [4] 

 
Cálculo de entalpía de van’t Hoff 

La ecuación de van’t Hoff relaciona la variación de la KD con la entalpía (∆H) de la 

interacción mediante la siguiente fórmula: 
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o

R
  [5]   

Donde R es la constante de los gases (1,987 cal⋅K-1⋅mol-1). Para la construcción del gráfico 

de van’t Hoff  se midieron los valores de las constantes de disociación de ED-10 con d(T)5, 

como se indica arriba a distintas temperaturas. Los datos fueron graficados según la forma 

de van’t Hoff (ln (KD) vs. 1/T) y analizados usando el programa computacional Profit. Los 

valores de entalpía fueron obtenidos utilizando la ecuación de van’t Hoff cuando se supuso 

un cambio de capacidad calorífica (∆Cp) cero:  
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Cuando se asumió un ∆Cp distinto de cero e independiente de la temperatura los datos se 

analizaron de acuerdo a lo establecido por Baldwin147. En este modelo se detalla que, este 

tipo de procesos  pueden ser caracterizados en forma completa a partir de un valor de ∆Cp 

y el de dos temperaturas características,  TH (donde  la fuerza entálpica se hace cero; ∆H= 

0) y TS (donde la fuerza entrópica se hace cero; ∆S= 0). Estos parámetros se relacionan a 

partir de las siguientes ecuaciones148: 
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Donde Los valores de ∆Cp, TH y TS son obtenidos mediante el ajuste de la ecuación [7]. y el 

valor de entalpía obtenido a partir de la ecuación [8]148. 
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Ensayos de retardo en la  movilidad electroforética 

Se prepararon mezclas de ED-10 con los distintos oligonucleótidos utilizando las 

condiciones estándar de unión (ver Estudios de interacción anticuerpo-ADN por 

espectroscopía de Fluorescencia). Típicamente la concentración de ED-10 fue de al menos 

5 veces superiores a las de ADN. Las muestras se incubaron durante 30 minutos a 

temperatura ambiente en un volumen final de 20 µl. Al finalizar la incubación las muestras 

se sembraron en un gel nativo de poliacrilamida 6%  equilibrado en buffer TBE (Tris-HCl 9 

mM; ácido Bórico 9 mM, ácido etilen-dinitril-tetra–acético (EDTA) 2mM) y separadas 

aplicando una corriente constante de 5 V⋅cm-1. La detección del ADN se realizó  por tinción 

con Bromuro de Etídio y posterior visualización por transiluminación al UV. 

 

Resolución de la estructura tridimensional del complejo ED-10:ADN 

Cristalización del complejo ED-10:ADN  

Para la obtención de cristales del complejo Fab ED-10:ADN, se concentró el Fab puro a 

una concentración de 200 µM y se lo mezcló con una solución equimolar del 

oligonucleótido cadena simple site 35-6B de manera de obtener una solución final de 

complejo 100 µM. Con el fin de explorar las condiciones adecuadas de cristalización de 

este complejo, se realizó un rastreo utilizando el kit de cristalización Jena Bioscience 

screens (Jena, Germany). Para abarcar la mayor cantidad de concentraciones posibles se 

utilizaron placas de 24 pocillos. La cristalización se realizó a temperatura ambiente 

utilizando el método de la gota colgante, en el cual 1 µl de la solución madre del complejo 

se mezcló con 1 µl del agente precipitante. Esta gota se colocó en el “techo” de un 

reservorio que contenía 300 µl del mismo agente precipitante. La aparición de los cristales 

se observó utilizando un lupa cada 15 días. La mejor condición de cristalización resultó ser 

JBscreen Classic 4 solución B1 que contenía 15% Polietileglicol 6000, 0.05 M KCl; 0.01 M 

MgCl2. Una vez formados los cristales se esperó a que estos se estabilicen, es decir que 

detengan se crecimiento. Llegado ese momento, se aisló el cristal de la gota mediante  

succión  con un capilar de cuarzo de Hampton Research (Aliso Viejo, CA, EEUU). Se 

preparó un solución de igual composición que la precipitante, pero se aumentó el 

polietilenglicol  6000 al 16% de manera de estabilizar el cristal en la nueva solución. El 
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cristal aislado en el capilar se liberó en esta nueva solución y luego fue succionado 

nuevamente, quedando ahora en la nueva solución. Los extremos del capilar se sellaron con 

parafina y se lo coloco en una caja de petri para protegerlo. De esta manera  fueron 

transportados al Laboratorio Nacional de Luz Sinclotrón en Campinas, Brasil para ser 

difractados.  

 

Adquisición de  datos  del cristal por difracción de rayos X  

Los datos de difracción fueron colectados generosamente por el Dr. Sebastián Klinke 

(Fundación Instituto Leloir) en la línea de cristalografía de proteínas D03B-MX1 del 

Laboratorio Nacional de Luz Sincrotrón (LNLS) ubicado en la ciudad de Campinas, Brasil 
149. La misma se encuentra equipada con un detector tipo CCD de 165 mm de diámetro 

(Mar USA, Evanston, IL, EEUU). Se aplicó un protocolo de colección a temperatura 

ambiente con el cristal montado en un capilar de cuarzo de Hampton Research (Aliso 

Viejo, CA, EEUU). En total se obtuvieron tres juegos de datos, consistiendo cada uno de 

ellos en 180 fotografías de difracción con una oscilación en el eje de rotación φ de un 

grado. Debido al daño originado por la radiación X sobre el cristal, solamente el primer 

juego de datos rindió resultados satisfactorios, alcanzándose una resolución máxima de 

1,89 Å. Por otro lado, la intensidad de los puntos o "spots" de difracción observados fue tan 

alta que requirió disminuir el tiempo de exposición de cada fotografía a tan sólo 15 

segundos para evitar la saturación del detector. El primer juego de datos fue luego 

integrado, escaleado y reducido con el conjunto de programas Denzo/Scalepack150  en el 

grupo espacial monoclínico C2. 

 

Construcción del modelo, Refinamiento y Análisis  

La estructura del complejo ED-10:DNA se resolvió por la técnica de reemplazo molecular 

mediante el programa EPMR 151utilizando la estructura de ED-10 libre como modelo. Esta 

estructura había sido previamente resuelta en el laboratorio a con el programa AMoRe152  

usando como modelo la estructura del Fab 50.1 (código del Protein data bank  1ggi).  La 

construcción del modelo del complejo ED-10:ADN fue llevada a cabo con el programa 
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Tom/Frodo 153 y la estructura refinada con el programa CNS154 y Refmac 155  utilizando el 

modo TLS.  

 

Adquisición de espectros de dicroísmo circular 

Los espectros de dicroísmo se registraron en un espectropolarímetro Jasco J-810 (Nikota, 

Japón). Entre cinco y diez espectros fueron promediados para cada condición. La 

temperatura se mantuvo constante a 25 ± 0,1 °C con un controlador peltier. En los 

experimentos de interacción ED-10 /ADN, las muestras se incubaron en TBS y los datos se 

colectaron a 25 ± 0,1 ˚C. El espectro suma se obtuvo adicionando el espectro del ADN al 

de la proteína libre.  

En el análisis de la estabilidad  térmica de la proteína se incubó el fragmento Fab en buffer 

TBS pH= 7,0 y se registraron los espectros en el UV cercano y lejano a intervalos de 5 ˚C 

entre 10 y 45 ˚C. El aumento de la temperatura fue 2,5˚/minuto  de manera de dejar 

equilibrar el sistema con la nueva temperatura. Para el ADN se registro el cambio en el 

espectro entre 320 y 250 nm. De manera de evaluar los cambios dicroicos en el ADN156 . 

La temperatura se aumentó a 4˚ C/minuto de 10 a 95 ˚C  tomando espectros cada 5 grados.  

 

Calorimetría de Titulación Isotérmica (ITC) 

Principios operativos del ITC 

Todos los experimentos fueron realizados utilizando un microcalorímetro VP ITC (Figura 

5) (microCal Inc., Northampton, MA). Este instrumento consiste en dos celdas idénticas 

insertas en un compartimiento isotérmico. Estas celdas son mantenidas en equilibrio 

térmico (∆T=0) a lo largo del experimento. Una de las celdas se llena con buffer (celda de 

referencia) y la otra con uno de los componentes de la interacción que se desea estudiar 

(celda de muestreo) equilibrado en el mismo buffer. Cuando el segundo componente de la 

interacción se introduce en forma de alícuotas  a la celda de la muestra se produce un 

cambio entálpico.  El principio del experimento  es medir  la energía calórica  por unidad de 

tiempo (en general expresada en µcalorías/segundo) que debe ser aplicada a  la celda que 

contiene la muestra para mantener en cero la diferencia de temperatura entre ambas celdas. 
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En un experimento típico luego de una serie de adiciones los sitios de unión de el 

componente de la celda se saturan, por lo tanto el calor observado en las últimas 

mediciones es solamente el resultante de dilución del componente agregado en la celda de 

la muestra. 

 

Consideraciones experimentales ITC  

Todas las titulaciones se realizaron colocando una solución de la fracción Fab de ED-10 en 

la celda de muestreo  (rango de concentración entre 5 y 10 µM) en buffer TBS pH= 7,0 

adicionando 0,5 mM EDTA. Esta solución fue titulada con una de ADN 10 veces más 

concentrada en el mismo buffer. En las mediciones para determinar la influencia de la 

fuerza iónica en los parámetros termodinámicos, la concentración de NaCl fue corregida 

acorde a la necesario. Todos los experimentos se realizaron a 298 K salvo los realizados 

para el cálculo de ∆Cp, en los cuales la temperatura se varió en el intervalo de 283- 313 K. 

Figura 5. Diagrama de funcionamiento de un calorímetro de titulación isotérmica. La muestra es 
introducida en la celda por una jeringa inyectora. La energía calórica necesaria para mantener la 
diferencia de temperatura entre ambas celdas en cero es registrada, amplificada y transmitida a la 
computadora que registra estos cambios en función del tiempo.  
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Típicamente, se realizaron inyecciones de entre 8 y 10 ul hasta llegar a una relación de 

concentración entre DNA-Fab en la celda de muestra de al menos 2. El calor de dilución 

del ADN fue determinado a partir de los puntos en los cuales todos los sitios de Fab 

disponibles fueron titulados y restado de los datos crudos obtenidos en el experimento. 

En las titulaciones de desplazamiento, se colocó en la celda de muestreo una solución que 

contenía el 8 µM de Fab y 40 µM de d(T)5 en TBS pH 7,0 . Para estas concentraciones y 

teniendo en cuenta la KD de esta interacción,  podemos calcular que un 99% de los sitios de 

unión del Fab están ocupados con d(T)5. En la jeringa se colocó una solución 80 µM de site 

35-6B y se procedió a realizar el experimento como se describió más arriba. 

 

Determinación de los parámetros termodinámicos 

Conociendo la concentración inicial de ambas moléculas interactuantes, los datos 

experimentales obtenidos luego de un experimento de titulación contienen la información 

suficiente para determinar  el cambio de entalpía (∆H), la constante de afinidad (KA) y la  

estequiometría de reacción (n) de la interacción estudiada. Para el caso de ED-10-ADN se 

analizó de acuerdo a lo descripto por Ladbury 157.  Se consideró la reacción de equilibrio de 

la siguiente manera: 

    

! 

[Fab] + [ADN ]" [Fab : ADN ]   [9] 

Donde el Fab se colocó en la celda (de volumen V) y el DNA se agregó en alícuotas de 

igual volumen desde la jeringa. La fracción saturada (F) del Fab en cualquier punto de la 

titulación pudo ser determinada a partir del calor total, entregado o absorbido, (Q), usando 

la siguiente ecuación: 

    

! 

Q = n "F " [Fab]
T
" #H " V   [10] 

Donde [Fab]T es la concentración total del Fab. Sabiendo que:  
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K
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T
  [12] 
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donde [ADN]T es la concentración total de ADN. Se pudo obtener la siguiente ecuación 

cuadrática: 
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Se resolvió la ecuación [13] para F y se substituyó este valor en la ecuación [10] y se 

obtuvo la siguiente ecuación: 
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Donde  
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Por lo tanto, Q, representa el valor de la cantidad de calor luego de cada inyección, el cual 

es dependiente de los valores de los parámetros independientes ∆H, KA y n,  cuyos valores 

se obtuvieron ajustando simulaciones del valor de Q a través de la titulación.  Este cálculo 

se realizó con el programa ORIGIN provisto por el fabricante.  

De las ecuaciones [14] y [15] se puede observar que la variación de KA y [Fab]T determinan 

el perfil de la curva de titulación ajustada. La bondad de los datos ajustados es mayor 

cuando el producto de estas dos cantidades, denominado valor “c”, se encuentra entre 10 y 

100. Fuera de este intervalo, los perfiles de titulación presentan muy pocos puntos en la 

región que se aproxima a la equivalencia ó directamente la transición se hace lineal, 

impidiendo un ajuste correcto. En la Figura 6 se muestran la simulación de isotermas de 

unión con distintos valores c. 
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A partir de los parámetros determinados en las titulaciones calorimétricas, los valores para 

el cambio de entropía, ∆S, y el cambio de energía libre de Gibbs, ∆G, fueron obtenidos 

utilizando las siguientes ecuaciones: 

    

! 

"G = R #T # ln KD( )  [16] 

    

! 

"G = "H #T $ "S   [17] 

Donde R es la constante de los gases y T es la temperatura a la cual se condujo el 

experimento. En los casos en los cuales no pudo determinarse la KA a partir de los datos de 

calorimetría se utilizó el valor de ∆G obtenido de mediciones en el equilibrio por 

fluorescencia para determinar el cambio de entropía. 

 

Por último, el ∆Cp corresponde al cambio de entalpía de la interacción en función del 

tiempo y se calculó según la siguiente ecuación:  
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Figura 6. Isotermas simuladas para distintos valores del parámetro c. El valor c es obtenido de la 
multiplicación de la constante de afinidad (KA) por la concentración de la muestra en la celda (ver texto 
para los detalles).  
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A partir de los valores de ∆H obtenidos por calorimetría, se construyó un grafico de ∆H en 

función de la temperatura. Los datos fueron ajustados a un modelo a lineal acuya representa 

∆Cp expresado en kcal·mol-1·K-1. 

 

Experimento de cinética rápida de flujo detenido (stopped flow)  

Principios operativos del equipo de stopped-flow  

El curso cinético de la interacción de ED-10 con el ADN se midió utilizando un aparato de 

flujo detenido ó stopped-flow Applied Photophysics SX18.MV (Figura 7) (Leatherhead, 

Reino Unido). El mismo permite seguir el cambio de señal (absorbancia o fluorescencia) a 

partir de la mezcla de dos reactantes en función del tiempo, para tiempos muy cortos. Cada 

una de las muestras se almacena en una jeringa. En el momento deseado, se acciona un 

pistón  que mueve volúmenes equivalentes de cada jeringa hacia una celda donde se 

mezclan. El liquido que estaba en esta se desplaza hacia la jeringa de stop cerrando un 

circuito e iniciando la adquisición de datos.  

Figura 7. Diagrama de funcionamiento del equipo de stopped flow. El pistón empuja los émbolos de 
las dos jeringas donde están cargadas las muestras. Estas se juntan en el mezclador desplazando un 
volumen de líquido tal que acciona la jeringa de stop cerrando el circuito. A partir de este momento 
comienza a registrarse la señal de fluorescencia. El tiempo muerto del equipo es de aproximadamente 2 
ms.  
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Para este equipo el tiempo muerto de reacción experimental es aproximádamente de 2 ms. 

El equipo  permite la colección de 1000 puntos en intervalos de tiempo variables entre 0-20 

ms hasta 0-1000 segundos.  

 

Consideraciones experimentales stopped-flow 

Todas las concentraciones reportadas corresponden a aquellas resultantes de la mezcla de 

volúmenes iguales de ambas jeringas. Las reacciones fueron monitoreadas siguiendo la 

fluorescencia de triptofano, excitando a 280 nm. La emisión se colectó a 90° con filtros de 

corte bajo 320 nm (Schott, Mainz, Alemania). Cada medición reportada corresponde al 

promedio de entre cinco y diez colecciones de 1000 puntos cada una. Los datos se ajustaron 

a las ecuaciones exponenciales descriptas más abajo por minimización no-lineal de 

cuadrados, utilizando el software Profit. En todos los casos la temperatura se mantuvo 

constante a 25 ± 0.1 °C utilizando un baño térmico, a menos que se indique lo contrario. 

 

Determinación de las constantes cinéticas 

Dado que los procesos de segundo orden (Ej. Asociaciones bimoleculares) resultan en 

expresiones complejas y poco manejables, para el cálculo de las constantes cinéticas se 

utilizó la aproximación de pseudo-primer orden. Para lograr estas condiciones, la 

concentración de ADN se mantuvo al menos un orden mayor a la de proteína. De esta 

manera se supone que la concentración del primero permanece constante durante la 

experiencia y el proceso puede ser analizado como uno de primer orden. Entonces se define 

una constante de pseudo-primer orden (kobs) que tiene la siguiente forma. 

      

! 

k
obs

= k
on

[ADN]  [19] 

donde kon es la constante cinética de segundo orden y [ADN] la concentración del reactivo 

en exceso. Por lo tanto una reacción reversible de segundo orden puede ser analizada de la 

misma manera exponencial que una de primer orden.  
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  [20] 
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Por lo tanto en estas condiciones kon y la constante de disociación cinética (koff) pueden ser 

determinadas mediante experimentos midiendo la kobs para distintas concentraciones del 

reactivo en exceso (el ADN, en este caso). Así, del gráfico de kobs vs. concentración de 

ADN se obtiene una regresión lineal de pendiente igual a kon y ordenada igual a koff. 

Las curvas obtenidas se ajustaron  a modelos de decaimiento exponencial de la forma   

      

! 

F(t) = A " e
(k " t)

+ C  [21] 

donde F(t) es la fluorescencia al tiempo t, A la amplitud total del cambio, C la fluorescencia 

a t = ∞, y k la constante cinética observada de reacción. Cuando una fase exponencial no 

fue suficiente para un buen ajuste de los datos, de acuerdo al análisis de los residuales, se 

sumaron dos términos exponenciales de la misma forma: 

      

! 

F(t) = A1 " e
(k1 " t)

"A2 " e
(k2 " t)

+ C  [22] 

donde A1 y A2 son las amplitudes de las fases, k1 y k2 las constantes de reacción observadas 

respectivas. Para el ajuste de los datos se utilizó un algoritmo de aproximación por 

cuadrados mínimos no lineales, utilizando el programa Profit.  

 

Determinación de parámetros termodinámicos 

De la dependencia de las kon y koff con la temperatura se calcularon los parámetros 

termodinámicos de activación asociados al estado de transición, según lo descripto por 

Jackson y Fersht158. En todos los casos se realizaron gráficos de Eyring (ln (k/T) vs. 1/T) y 

se ajustaron por cuadrados mínimos no lineales a las siguientes ecuaciones: 

en caso de dependencia lineal: 
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donde T es temperatura, kb la constante de Boltzmann, h la constante de Planck, R la 

constante de los gases, ∆H 
‡ la entalpía de activación y ∆S‡ la entropía de activación.  

Cuando se detectaron desviaciones de la linearidad de un gráfico de Eyring, se siguió el 

análisis presentado por Chen y Matthews159 ajustando los datos a: 
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donde To es la temperatura de referencia (298 K), y ∆Cp‡ la capacidad calorífica de 

activación. 

 

Análisis por Biosensor óptico de resonancia de espejos 

Principios operativos del Biosensor 

Se utilizó el biosensor óptico de resonancia de espejos, IAsys plus Affinity Sensor 

(ThermoLabsystems).  En la Figura 8 se muestra la configuración y principios operativos 

del biosensor. El IAsys utiliza el fenómeno óptico conocido como campo evanescente. Este 

fenómeno ocurre cuando la luz experimenta reflexión interna total (RIT) y en este equipo es 

aumentado por una cavidad de resonancia. En RIT con ángulos mayores al crítico, la ondas 

de luz son completamente reflejadas a la altura de la capa de bajo índice refracción. El 

campo eléctrico, sin embargo, no desaparece y penetra en esta capa  decayendo 

exponencialmente su intensidad, éste es el llamado campo evanescente. La fuerza del 

mismo es  incrementada en el ángulo de resonancia del equipo. El ángulo de resonancia es 

extremadamente sensible al índice de refracción de la superficie, por lo tanto el uso de este 

campo para monitorear estos cambios confiere un selector de superficie al sistema  (los 

cambios producidos fuera de esta región no serán observados). De esta manera, fijando un 

ligando a la superficie del sensor, es posible medir solo aquellas moléculas que se unen o 

disocian del mismo.  

En el ángulo de resonancia, la luz de alta intensidad pasa por el prisma a través de la capa 

de acoplamiento y se propaga en la cavidad de resonancia como una onda evanescente de 

superficie. La onda retorna atravesando la capa de acoplamiento y se dirige al detector. Para 

resolver el ángulo de resonancia los componentes ópticos están arreglados de manera que 

se produzca una rotación de 90˚ de polarización en  la luz que viajo por la cavidad de 

resonancia, mientras que  la luz que experimenta solo RIT no cambia la fase. Un 

polarizador en frente del detector permite que solo sea detectada la luz que viajo a través de 
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la cavidad de resonancia. Lo que de hecho se detecta es el cambio en el ángulo del láser, 

mientras este se mueve su exacta localización es determinada. El tiempo en el cual la 

intensidad de luz cae es monitoreada y es convertida en un “ángulo”. Resultando en la 

respuesta observada en la computadora. 

 

Inmovilización de  oligonucleótidos biotinilados:  

La inmovilización de estreptavidina (100 µg/ml en NaC3H3O2 10 mM pH 5,6) en la cubeta 

de matriz de carboximetildextrano fue llevada a cabo utilizando un protocolo de activación 

con 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida/N-hidrosuccinimida (EDC/NHS) ya 

establecido (Protocolo 1.1, manual de usuario Affinity Sensors).  Luego de la conjugación, 

los grupos ésteres NHS sin reaccionar fueron inactivados con etanolamina 1 M.  Luego de 

remover los restos de proteína no conjugados a la matriz con HCl 10 mM, se obtuvo una 

respuesta de 500 arc seg. de estreptavidina inmovilizada.  Posteriormente, se lavó la cubeta 

con TBS tween 20 0.05% hasta que se estabilizó la línea de base. Luego se agregaron 10 µl 

de los oligonucleótidos biotinilados, site 35-10BBiot, d(T)5Biot, d(T)15Biot (ver 

oligonucleótidos) respectivamente,  a 40 µl del mismo buffer (concentración final 2 µM) y 

se incubó durante aproximadamente 10 minutos, tiempo en el cual se alcanzó el equilibrio 

de unión.  Luego del lavado, el cambio en la posición de resonancia observado fue de 50 

arc seg. 30 arc seg. 25 arc seg. para site 35-10BBiot, d(T)5Biot, d(T)15Biot respectivamente.  

Figura 8. Diagrama del Biosensor óptico de resonancia de espejos. Los cambios de resonancia 
producidos por la interacción de las biomoléculas son registrados en función del tiempo (ver texto para 
detalles).  
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Dado que la interacción biotina-estreptavidina es considerada casi irreversible (constante de 

afinidad aproximada de 1 x 10-14 M-1), puede asumirse que la fracción de oligonucleótido 

retenida luego del lavado y de la regeneración de la cubeta no cambiará a lo largo de las 

distintas corridas. El buffer utilizado en todos los ensayos fue TBS. 

 

Mediciones en el Biosensor óptico de resonancia de espejos 

La asociación de ED-10  al ADN biotinilado inmovilizado en las cubetas se midió durante 

5 minutos, considerándose como respuesta la diferencia en unidades de resonancia arc seg 

entre t0 y t5min.  En todos los casos, las muestras se prepararon diez veces más concentradas 

que la concentración final requerida y se realizó una dilución 1/10 en la cubeta para 

disminuir errores de inyección. En las mediciones de disociación del complejo ED-

10:ADN, primero se formó el complejo utilizando la máxima concentración de Fab 

utilizada en los ensayos de asociación, se dejó equilibrar hasta que la señal fuera constante 

y luego se cambió la solución por buffer y se registró el cambio de señal hasta que esta se 

hizo constante. Todos los datos fueron analizados usando el software Profit utilizando el 

análisis detallado abajo.   

 

Determinación de las constantes cinéticas 

Análisis de la fase de asociación 

La respuesta R del instrumento (medida en arc seg) es proporcional a la masa de Ag unido 

al Ac inmovilizado, resultando en el siguiente modelo de asociación monofásica160: 

    

! 

R(t) = (Req "R0) # [1"e(kobs # t) ]+ R0   [25] 

donde R(t) es la respuesta a tiempo t, R0 es la respuesta inicial y Req es la respuesta máxima. 

En este caso se utilizó también la aproximación de pseudo-primer orden para determinar el 

valor de las constantes cinéticas. Se realizaron múltiples determinaciones de kobs utilizando 

distintas concentraciones de Fab y se graficó kobs en función de la concentración de Fab. De 

la pendiente se obtuvo el valor de kon. 
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Análisis de la fase de disociación 

Una vez que el complejo se ha formado, este volverá a disociarse en sus dos componentes, 

el inmovilizado (en este caso el ADN) y el libre en solución (en este caso el Fab). Por lo 

tanto el evento de disociación pudo  describirse por la siguiente ecuación exponencial160: 

 

    

! 

R(t) = R0 "e
(k

off
"t)

+ C   [26] 

 

donde R(t) es la respuesta del complejo al tiempo t, R0 la amplitud total del cambio, C la 

respuesta a t = ∞, y koff la constante de disociación cinética.  

 

Ensayo de degradación de ADN 

Para los ensayos de degradación de ADN circular se utilizó el plásmido pGEX2T 

purificado a partir de bacterias E. Coli cepa XL1 blue utilizando el ensayo de maxi 

preparación estándar.161 Para los ensayos de degradación de ADN lineal se utilizó un 

Fragmento de 1500 pares de bases obtenido mediante PCR162 amplificando el gen que 

codifica para la proteína mayoritaria de la cápside del virus HPV-16, L1. La reacción a pH 

7.0 se llevó a cabo en buffer Tris-HCl 25 mM; NaCl 150 mM, mientras que a pH 5.0 se 

realizó en NaC3H3O2 25 mM; NaCl 150 mM. En ambos se agregó MgCl2 entre 0.5 y 5 mM 

de acuerdo al ensayo ó en los casos que no se agrego MgCl2 se utilizó 1 mM EDTA. Los 

experimentos de hidrólisis se iniciaron mezclando el fragmento Fab de ED-10  (1 y 5 µM 

final) con, ADN circular (entre 50 y 100 ng) o ADN lineal (entre 50 y 200 ng). La mezcla 

de reacción se incubó por 1 hora a 37 ˚ C.  Se terminó la reacción con el agregado de la 

proteasa tripsina (Sigma) (20 µg/ml) e incubando por 30 minutos a 37˚C. Las muestras 

fueron analizadas en geles de agarosa 1% teñidos con bromuro de etídio. 
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Reconocimiento del ADN 

Estudios de unión al equilibrio 

En los comienzos de la caracterización del AcMo ED-10 se observó que éste era capaz de 

unir un oligonucleótido de ADNcd de 18 pares de bases correspondiente la secuencia del 

sitio 35 del factor de transcripción E2 del virus HPV cepa 1668. Esta fue utilizada como 

inmunógeno en complejo con la proteína E2c en el proceso de obtención de este AcMo68. 

En ese mismo trabajo se determinó que la fosforilación del  hidroxilo 5’ de la cadena B de 

ese oligonucleótido llevaba a una disminución en la afinidad de ED-10 por el ADN doble 

cadena, agregando de alguna manera evidencias a la hipótesis en la cual se suponía que 

modificaciones en el extremo 5’ debilitaban la unión de ED-10 al ADN. Más aún, mediante 

ensayos convencionales de protección de ADN, fue imposible identificar un arreglo de 

bases consecutivas protegidas por la unión del Ac. Considerando toda esta evidencia se 

decidió analizar la unión de ED-10 a la cadena A o B de este sitio en forma separada.  

El método elegido para seguir la actividad de unión, y al que se referirá de aquí en adelante 

en este capítulo, es un método espectroscópico basado en el cambio de las propiedades 

fluorescentes de los triptofanos de ED-10 (es decir la fluorescencia intrínseca de la 

proteína) luego de la unión al ADN. Este método había sido previamente puesto a punto en 

el laboratorio para medir la unión de ED-10 a oligonucleótidos doble cadena (dcADN)68. La 
unión de los complejos Fab ED-10 con el site 35-18A y el site 35-18B seguida por medio de 
curvas de titulación en el equilibrio mostró una relación molar Fab ED-10:site 35-18 (tanto A 
como B) 1:1 como era esperado. En la Figura 9 se muestra el caso de site 35-18B como 
ejemplo. 

Se determinaron por este método, entonces, la KD para ED-10 con distintos 

oligonucleótidos. ED-10 fue capaz de unir a la cadena B del site  35-18B con una KD = 0.4 

± 0.04 nM, siendo ésta cuatro veces menor que la afinidad reportada para el oligonucleótido 

doble cadena (Figura 10; Tabla I). La secuencia del oligonucleótido site 35-18dc es cuasi-

palindrómico, por lo tanto las hebras simple cadena podrían formar estructuras secundarias 

de tipo orquilla muy similares una a la otra. Por lo tanto se ensayó la afinidad de unión de 

ED-10 por la hebra A del mismo sitio. Sin embargo, ésta fue 6000 veces menor que la que 

la medida para la hebra B (Figura 10; Tabla I). Esto correspondió a un cambio en la energía 
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libre de unión (∆∆G) de 5 kcal⋅mol-1. Tomados en conjunto estos resultados, sugirieron que 

era el extremo 5’ de la hebra B el que contenía  los determinantes para la unión con  ED-10.  

 

Para reforzar la hipótesis que el reconocimiento del ADN por ED-10 sucedía por el extremo 

5’ y descartar cualquier interacción con el centro del oligonucleótido se construyó un 

oligonucleótido doble cadena de 48 pb que contenía en el centro la secuencia de site 35-

Figura 10. Discriminación de hebras del site 35-18 por ED-10. Grafico logarítmico de la unión de 
Fab ED-10 a site 35-18cd (); site 35-18B (); site 35-18A (). Se tituló una solución 5 nM (para site 
35-18cd y site 35-18B) y 50 nM (para site 35-18A) de ED-10 en TBS pH 7,0 con concentraciones 
crecientes del oligonucleótido indicado. Los cambios de fluorescencia de cada una de las isotérmas se 
normalizaron con el mayor valor.  

Figura 9. Estequiometría de unión ED-10:site 35-18 B. Se tituló una solución 200 nM de ED-10 en 
TBS pH 7,0 con concentraciones crecientes de site 35-18B. Se siguió el cambio de fluorescencia 
intrínseca de los triptofanos de ED-10.  
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18dc (site 35-48). En este caso se registró una caída en la afinidad de 250 veces comparado 

con el site 35-18dc (Tabla I). Por otra parte, ED-10 unió un oligonucleótido del mismo 

largo y composición total de bases, pero distinta secuencia (iset 35-48) con la misma 

afinidad que aquel que contenía la secuencia salvaje en el centro (Tabla I). Este resultado 

sustentó, una vez más, la hipótesis en la cual el determinante para la interacción se 

encontraba en la región 5’ de la hebra B.  

Por lo tanto, se diseñaron oligonucleótidos cadena simple de menor longitud que 

conservaban la secuencia 5’ de la hebra B (materiales y métodos). La afinidad de unión 

resultó ser prácticamente igual para todos los largos de ADN mientras la secuencia 5’-TC 

estuviera presente, presentando una KD promedio de 0,2 nM, ∆G ≈ 13 kcal⋅mol-1 (Tabla I). 

Llamativamente, el mono-nucleotido fosfato dTTP  se unió de manera muy débil a ED-10 

(KD ≥ 0,5 µM), mientras que el mononucleósido análogo, timidina (no tiene los grupos 

fosfato) presentó una KD = 2.8 ± 0.5 nM, sugiriendo que los grupos fosfato en el dTTP 

estarían involucrados en interacciones repulsivas o impedidos estéricamente. La diferencia 

en la energía de unión entre la timidina y 5’-TC fue de ∆∆G = 1 kcal⋅mol-1, 

correspondiendo a casi al 10% de la energía total de unión. En cambio, la mutación de la 

timidina 5’ en el site 35-18B por cualquiera de las otras tres bases provocó un cambio 

drástico energía de unión (∆∆G ≈ 5 kcal⋅mol-1) (Tabla I). Por último, debido a que muchos 

de los AcMo anti-ADN reportados tienen alta afinidad por oligonucleótidos simple cadena 

de politimidina84; 163; 164, se midió la afinidad de ED-10 por arreglos de 5 y 15 timidinas 

(d(T)5 y d(T)15, respectivamente) obteniéndose aproximadamente el mismo valor para 

ambas KD ≈ 50 nM (∆G ≈ 10 kcal⋅mol-1) (Tabla I). 

Debido a la alta afinidad de ED-10 por el ADN inmunógeno, en los experimentos de 

titulación se utilizó la menor concentración de ED-10 con la cual se obtuvo una buena  

relación señal/ruido dentro del rango de disociación. En este contexto no fue posible 

trabajar en condiciones completamente disociantes, por lo tanto los valores para las  KD 

obtenidas podrían ser ligeramente distintos. Surgió entonces como pregunta, si la afinidad 

de ED-10 por los oligonucleótidos que poseían la secuencia 5’ del site 35-18 era realmente 

la misma. Es decir, si ésta no cambiaba con respecto a la longitud del ADN mientras esté 

5’TC presente, o simplemente, las afinidades estaban por debajo del límite de detección del  
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Tabla I. Reconocimiento de distintos oligonucleótidos de ADN por el Fab ED-10 

ADN  KD (nM) 
a∆G (kcal·mol-1) b∆∆G  (kcal·mol-1) 

site 35-18ds 2.33 ± 0.4 -11.8 ± 0.4 0 

site 35-18 A 2319 ± 180 -7.7 ± 0.2 5.14 

site 35-18 B 0.39 ± 0.04 -12.8 ± 0.3 0 

iset 35-48ds 531 ± 80 -8.5 ± 0.4 3.21 

site 35-48ds 481 ± 28 -8.6 ± 0.1 3.15 

site 35-10 B 0.2 ± 0.02 -13.2 ± 0.2 -0.40 

site 35-6 B 0.27 ± 0.03 -13.0 ± 0.3 -0.22 

site 35-4 B 0.12 ± 0.01 -13.5 ± 0.2 -0.70 

site 35-3 B 0.18 ± 0.02 -13.3 ± 0.3 -0.46 

site 35-2 B 0.35 ± 0.03 -12.9 ± 0.2 -0.06 

site 35-18 B5'C 1600 ± 120 -7.9 ± 0.2 4.92 

site 35-18 B5'G 2113 ± 180 -7.7 ± 0.2 5.09 

site 35-18 B5'A 2487 ± 250 -7.6 ± 0.2 5.18 

site 35-80ds 1.71 ± 0.18 -11.9 ± 0.3 -0.18 

site 35-80ª 0.15 ± 0.04 -13.4 ± 0.7 -0.57 

site 35-80B 610 ± 40 -8.5 ± 0.2 4.35 

dTimidina 2.8 ± 0.5 -11.7 ± 0.4 1.17 

dT5 49 ± 5 -10.0 ± 0.3 2.86 

dT15 45 ± 6 -10.0 ± 0.3 2.81 

a ∆G=R·T·ln(KD); b∆∆G= ∆Gi-∆G35-18cd para ADNcd y  ∆Gi-∆G35-18B para ADNcs.  

 

ensayo y solo “parecía”  no cambiar. Se planteó entonces la necesidad de encontrar alguna 

manera de disminuir la afinidad de ED-10 por el ADN inmunógeno perturbando la 

interacción.  Para esto se eligió como oligonucleótido modelo a site 35-6B (correspondiente 

a las 6 primeras bases 5’ del site 35-18B) ya que presentaba la secuencia 5’TC y poseía una 

longitud media, de acuerdo a los oligonucleótidos ensayados. Con éste se realizaron 

distintos ensayos, cambiando las condiciones de la solución para ver como afectaban estas 

la constante de disociación de ED-10 por el ADN. La idea fue obtener una condición en la 
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cual la afinidad sea menor de manera de poder medir las KD con mayor presición para las 

distintas longitudes de ADN.  

Lo primero que se intentó fue cambiar la fuerza iónica de la solución. Se utilizó el mismo 

buffer que antes, sólo que se movió la concentración de NaCl entre 0 y 1M. La interacción 

de ED-10 con site 35-6B fue insensible al cambio de la concentración de sal (Figura 11). 

Esto había sido previamente demostrado en el laboratorio para la interacción de ED-10 con 

site 35-18dc79. Otro posible cambio en las condiciones de una solución es modificar si pH. 

Por lo tanto, a continuación se analizó si el cambio de pH afectaba  la afinidad de ED-10 

por el ADN. Con este fin se realizaron titulaciones variando el rango de pH (el buffer 

utilizado fue Tris-Citrato, ya que permitió variar el pH en el rango deseado), manteniendo 

la fuerza iónica constante en 150 mM con NaCl en todos los casos. Como puede observarse 

en la Figura 12 la unión de ED-10 a el ADN tampoco se vio afectada por el cambio de pH 

en el rango de 5,0 a 9,0 .  

Los experimentos anteriores indicaron que la interacción entre ED-10 y el ADN parecía 

estar gobernada por interacciones no polares e insensibles al pH. Por lo tanto se decidió 

llevar a cabo titulaciones de ED-10 con site 35-6B en soluciones con menor polaridad. Para 

modificar esta condición se utilizaron mezclas acuosas de distintos alcoholes (Ej. etanol o 

metanol) obteniéndose una solución de menor constante dieléctrica.  

Figura 11. Dependencia de la afinidad del complejo ED-10:site 35-6B respecto de la fuerza 
iónica.  En todos los casos se utilizó una solución 5 nM de ED-10. El buffer utilizado fue TBS pH 7,0 
donde la concentración de NaCl se varió entre 0,15 – 0,8 M.  
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Mediante estas mediciones se determinó que la afinidad de ED-10 disminuyó a medida que 

la polaridad de la solución fue reducida. Luego, se graficó el ln(KD) en función de la 

constante dieléctrica de la solución (ε) como medida de polaridad y se observó que este 

cambio se ajustaba a una regresión lineal (Figura 13). Se realizó el mismo experimento 

utilizando metanol en lugar de etanol y se obtuvieron los mismos resultados (no mostrado), 

indicando que la disminución de la afinidad se debió a un cambio en la polaridad y no a un 

cambio debido al estrés osmótico 165. Los trabajos del laboratorio de Glick 165; 166; 167 con el 

Figura 12. Dependencia de la afinidad del complejo ED-10:site 35-6B respecto al pH.  En todos 
los casos se utilizó una solución 5 nM de ED-10. El buffer utilizado fue Tris-Citrato 25 mM 150 mM 
NaCl. El pH se varió entre 5,0 – 9,0.  
 

Figura 13. Dependencia de la afinidad del complejo ED-10 por site 35-6B respecto a la 
polaridad de la solución. En todos los casos se utilizó una solución 5 nM de ED-10. El 
buffer utilizado TBS pH 7,0.  Se varió entre 0 – 30% m/v la concentración de etanol.La 
polaridad se representa como la constante dieléctrica teórica (ε) de la solución.    
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AcMo 11F8 mostraron un comportamiento similar para la interacción de este AcMo con el 

ADN. 

Finalmente, de esta forma fue posible determinar el valor de KD en solución acuosa, 

extrapolando la recta al valor de la constante dieléctrica del agua.  El valor obtenido fue de 

KD = 0.04 nM aproximadamente 1 orden de magnitud menor al obtenido mediante el ajuste 

de las curvas de titulación medidas en TBS. En los valores obtenidos a 30 % m/v de etanol 

se encontró un rango más confiable para el ensayo de titulación y por lo tanto las 

mediciones de afinidad entre ED-10 y los oligonucleótidos de distinta longitud se realizaron 

bajo estas condiciones (Tabla II). Se observó que, la afinidad de ED-10 con los distintos 

oligonucleótidos permaneció nuevamente invariable, corroborando que la longitud del 

ADN no influye en la afinidad mientras 5’-TC este presente. 

 
Tabla II. Reconocimiento de distintos oligonucleótidos de ADN por el Fab ED-10 en 30% 
w/v Etanol 

DNA  KD
a (nM) ∆G   (kcal.mol-1) ∆∆Gb  (kcal.mol-1) 

site 35-18Bss 3.8 ± 0.9 -11.5 ± 0.6 - 

site 35-10 B 2.3 ± 0.2 -11.8 ± 0.2 -0.30 

site 35-6 B 3.3 ± 0.8 -11.6 ± 0.6 -0.08 

site 35-4 B 2.8 ± 0.3 -11.7 ± 0.3 -0.18 

site 35-3 B 1.2 ± 0.2 -12.2 ± 0.4 -0.69 

site 35-2 B 5.9 ± 0.4 -11.2 ± 0.2 0.26 

a ∆G=-RT lnK; b∆∆G= ∆Gi-∆G35-18B 

 

Retardo de movilidad electroforética en geles 

Estudios previos en el laboratorio sobre la interacción ED-10-ADNdc mostraron que el 

ADN experimentaba algún tipo de cambio conformacional o una desnaturalización parcial 

al formar el complejo79. Habiendo  demostrando que ED-10 reconoce ADNsc, se planteó la 

posibilidad en la cual la unión del AcMo tuviera la habilidad de separar las hebras del 

ADN, permaneciendo solamente unido a la hebra B. Alternativamente, ED-10 podría 

reconocer el extremo 5’ de la hebra B, en un contexto de ADNcd. Para determinar cual era 
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la hipótesis correcta se utilizó el ensayo de retardo de movilidad electroforética en geles. A 

partir de este ensayo se demostró que el site 35-18dc permaneció en forma de doble cadena 

luego de ser retardado por la unión de ED-10 (Figura 14, panel de la izquierda) sin 

evidencia de la liberación de ADNcs. Además, se corroboró también por este método que 

ED-10 reconoce la hebra B del site 35-18 (Figura 14, panel del centro) y que puede 

reconocer fragmentos de ADNcs de hasta 80 bases mientras que contengan la secuencia 5’-

TC (Figura 14, panel de la derecha). En este último caso, unió la hebra A en lugar de la B 

porque es ésta la que posee 5’-TC (ver panel de oligonucleótidos, materiales y métodos).  

 

Cambios conformacionales en ED-10 unido a ADN  

En los sistemas anti-ADN-ADN en los cuales se determinó la estructura cristalográfica del 

Fab libre y unido al ADN116; 120 se observaron cambios, principalmente en las regiones  

CDR del Ac. De la misma manera esto ha sido observado para el AcMo anti-RNA jel-3168, 

así como para el anti-NC174169 (un endulzante protéico natural). 

El dicroísmo circular (CD) en la región del ultravioleta (UV) es una técnica ampliamente 

utilizada para evaluar cambios conformacionales en proteínas. El CD en la zona  UV lejana 

(180-250 nm), donde absorbe el enlace peptídico, refleja principalmente el contenido de 

estructura secundaria de una proteína, aunque también los residuos aromáticos pueden 

contribuir en esta región del espectro.170; 171; 172; 173 Por otro lado, el CD en la zona UV 

Figura 14. Formación del complejo Fab ED-10:ADN seguido por EMSA. Interacción de Fab ED-10 
con el oligonucleótido site 35-18dc (panel izquierdo); site 35-18sc (panel centro); site 35-80sc (panel 
derecho) El complejo fue incubado 30 min a temperatura ambiente y luego cargados en el gel. Las 
bandas se visualizaron por transiluminación UV. 
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cercana (250-340 nm), donde absorben las cadenas laterales de los aminoácidos aromáticos 

y los puentes disulfuro, revela características de la estructura terciaria a través de la 

asimetría del entorno de esos residuos. 

 

Apuntando a determinar la presencia de cambios conformacionales en solución luego de la 

unión del ADN a  ED-10 se realizaron experimentos de dicroísmo circular. Habiéndose 

demostrado la misma afinidad para ED-10 con el ADNcs inmunógeno (mientras 5-TC 

estuviera presente), se utilizó para estos experimentos un oligonucleótido corto de manera 

de minimizar su señal de CD.  El espectro de dicroísmo circular del Fab en el UV lejano 

Figura 15. Análisis por dicroísmo circular 
ultravioleta de la porción Fab de ED-10 libre y 
unido a site 35-4B.  Espectro de una solución 5 
µM de la porción Fab de ED-10 sola (rojo); 
incubada con 5 µM site 35-4B(azul). Espectro de 
una solución 5uM de site 35-4B (negro) y suma de 
ambos espectros individuales (verde). (A) 
espectro de UV-lejano; (B) espectro de UV-
cercano. 

A 

B 
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mostró la dominancia esperada de  las láminas β con un mínimo a 216 nm y un máximo a 

233 nm (Figura 15 A). El ADNsc site 35-4B mostró una contribución muy pequeña en esta 

región comparado con la proteína. El espectro del complejo evidenció una considerable 

diferencia con respecto al espectro resultante de la suma de los dos espectros individuales. 

Particularmente, disminuyó la intensidad de la banda negativa de 216 nm y la banda de 233 

nm desapareció. Generalmente, el cambio a 216 nm en proteínas es considerado como un 

cambio en el contenido de láminas β. Aunque no hay que perder de vista que, en la 

comparación de distintos fragmentos Fabs (donde el contenido total de láminas β es 

similar) se producen cambios en esta región del espectro, siendo asignados a la 

contribución de las cadenas aromáticas de los aminoácidos en este sector del espectro.172; 173 

Éstos son, incluso, mayores al observado para ED-10 luego de la unión del ADN.  Es por 

esto que el cambio en la señal del UV-CD, en esta región, parecería corresponder al cambio 

del entorno de los residuos aromáticos.172; 173 El espectro en el UV-cercano de la proteína 

reportó un banda entre 280-290 nm, la cual se condijo con la presencia de aminoácidos 

aromáticos en un entorno asimétrico (Figura 15 B). El oligonucleótido también mostró una 

banda ancha al rededor de la misma región. Sin embargo el complejo produjo una banda 

positiva distintiva a 268 nm, no observada en los ligandos aislados.  

Se realizó el mismo experimento utilizando ahora el oligonucleotido de 5 bases de timidina 

d(T)5, 83; 163; 172, si bien no puede considerarse específico. Aunque con menos afinidad que 

su ligando inmunógeno, ED-10 fue capaz de unir d(T)5 (Tabla I). Se utilizó este 

oligonucleótido corto debido a que como el site 35-4B practicamente minimizó la señal en 

el espectro de CD en el UV lejano (Figura 16). Los espectros de la unión de d(T)5 a ED-10  

presentaron caracteristicas similares a los medidos para site 35-4B tanto en el UV-CD 

lejano como en el cercano, sugiriendo que la unión de d(T)5 produjo cambios en el entorno 

aromático del sitio de combinación del Fab, similares a los observados para el ADN 

inmunógeno. 
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Determinación de la estructura cristalina del complejo ED-10:ADN 

Obtención de cristales del complejo ED-10:ADN 

Al momento del inicio de esta tesis se había cristalizado en el laboratorio la fracción Fab 

libre de ED-10 y su estructura de rayos X había sido resuelta. Como se mencionó 

anteriormente, los dos AcMo anti-ADN cristalizados, BV04-0163; 172y DNA-1168, mostraron 

cambios en su estructura luego de la interacción con el ADN.116; 124 Más aún, los resultados 

obtenidos mediante UV-CD, reportaron una situación similar para ED-10. Por lo tanto, 

modelar el ADN en esta estructura no aportaría información detallada y relevante. Con el 

Figura 16. Análisis por dicroísmo circular 
ultravioleta de la porción Fab de ED-10 libre y 
unido a d(T)5.  Espectro de una solución 5 µM de 
la porción Fab de ED-10 sola (rojo); incubada con 
5 µM d(T)5 (azul). incubada con 5 µM site 35-4B 
(azul punteada).  Espectro de una solución 5uM 
de d(T)5 (negro) y suma de ambos espectros 
individuales (verde). (A) espectro de UV-lejano; 
(B) espectro de UV-cercano. 

A 

B 
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fin de comprender el mecanismo de reconocimiento en términos estructurales se planteó la 

necesidad de obtener cristales del complejo del AcMo y su ADN inmunógeno.  

Se comenzó entonces a realizar un rastreo de  métodos y condiciones para la  cristalización 

del complejo. En intentos anteriores de cristalización, antes de obtener gran parte de la 

información surgida a partir de los estudios de unión al equilibrio, se había intentado 

cristalizar el Fab con el site 35-18. A partir de la observación que el determinante de unión 

parecía estar en el extremo 5’ de la cadena B se comenzó a estudiar la posibilidad de 

obtener el complejo con oligonucleótidos simple cadena de menor longitud. En ese 

momento se determinó que ED-10 reconocía a las primeras se bases del site 35-18B con 

alta afinidad. Por lo tanto, se comenzó el rastreo con un fragmento de ADNsc 

correspondiente a las primeras 6 bases 5’ de la hebra B (site 35-6B). El primer intento 

consistió en producir cristales del Fab libre y luego por la técnica de “soaking”  se embebió 

dicho cristal con el oligonucleótido de manera de obtener el co-cristal. Estos intentos no 

fueron productivos, ya que una vez formado el cristal de Fab libre, el agregado del ADN 

produjo la disolución del  cristal. Por lo tanto se decidió formar el complejo a gran 

concentración primero y  luego utilizando el método de la gota colgante muestrear distintas 

condiciones de cristalización. Se adquirió el kit de cristalización jena Bioscience screen 

(Jena, Alemania) el cual provee una amplia diversidad de condiciones de cristalización. 

Finalmente en  una de las condiciones se obtuvieron cristales de forma y tamaño definidos 

(ver materiales y métodos). El mejor cristal obtenido se monto en un capilar de cuarzo y fue 

enviado al laboratorio nacional de luz sincrotrón en Campinas, Brasil para ser difractado.  

 

Colección de datos y resolución de la estructura 

Se aplicó un protocolo de colección a temperatura ambiente obteniéndose en total de tres 

juegos de datos, consistiendo cada uno de ellos en 180 fotografías de difracción con una 

oscilación en el eje de rotación φ de un grado. Debido al daño originado por la radiación X 

sobre el cristal, solamente el primer juego de datos rindió resultados satisfactorios, 

alcanzándose una resolución máxima de 1,89 Å. Por otro lado, la intensidad de los puntos o 

"spots" de difracción observados fue muy intensa por lo que fue necesario disminuir el 

tiempo de exposición de cada fotografía a tan sólo 15 segundos para evitar la saturación del 
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detector. En la Figura 17 se muestra una  de las 180 fotografías de la difracción del cristal 

obtenida. El primer juego de datos fue luego integrado, escaleado y reducido según se 

detalla en materiales y  métodos. 

 

La estructura cristalina fue resuelta por una colaboradora del laboratorio, la Dra. Robyn L. 

Stanfield (The Scipps Research Institute), mediante el  método de reemplazo molecular, 

utilizando la estructura previamente obtenida del Fab libre de ED-10 como modelo (Tabla 

III).  La resolución obtenida fue de 1.89 Å con un factor de acuerdo y factor de acuerdo 

libre  (Rcrys/Rfree) de 17.7 %/20.4% y una buena estequiometría. El primer factor se 

calculó a partir de la diferencia relativa entre los valores de las intensidades de los factores 

de estructura observados (medidos en la experiencia de difracción) y los factores de 

estructura calculados (obtenidos por transformada de Fourier de las coordenadas del 

modelo resuelto). El segundo factor es similar al primero, salvo que se calculó sobre el 5% 

de las reflexiones elegidas al azar, que no se usaron para refinar la estructura. Los valores 

obtenidos indican la bondad de la estructura ya que la diferencia entre ellos fue menor al 

6%. En la  Tabla II se resumen la estadísticas de colección de datos y refinamiento para las 

estructuras de ED-10 libre y unido. Se encontraron dos fragmentos de Fab por unidad 

asimétrica en la estructura libre con ángulos de acodamiento entre la región variable y la 

constante de 174˚ y 173˚ (Figura 18 A)  respectivamente, mientras que en el complejo se  

Figura 17. Fotografía de difracción del cristal del complejo ED-10:site 35-6B. La colección de los 
datos se realizó a temperatura ambiente con el cristal montado en un capilar de cuarzo. El tiempo de 
exposición de cada fotografía fue de tan sólo 15 segundos para evitar la saturación del detector. 



Capítulo I 

64 

Tabla III. Estadísticas de colección de datos y refinamiento 

  Fab ED10 Fab ED10 + dTC 
Colección de datos   

Cinclotron, Linea de Luz  ESRF, ID14-1 LNLSB, D03B-MX1 

Longitud de onda (Å) 0.9763 1.427 

Resolución (Å)1 2.73 (2.8-2.73) 1.89 (1.92-1.89) 

Grupo espacial a,b,c (Å) P21212; 60.5, 86.8, 189.9 C2; 124.1, 64.2, 84.1, β=116.3° 

# Observaciones 96108 (9239) 110195 (5226) 

# Refracciones únicas 27701 (2699) 44585 (2106) 

Completitud (%) 97.9 (97.0) 94.5 (91.5) 

Rsim (%)2 11.0 (45.3) 4.6 (43.3) 

Promedio 1/s 16.0 (3.7) 17.2 (2.0) 

Estadísticas del refinamiento   

Resolución (Å) 2.73-25.40 (2.80-2.73) 1.89-40.50 (1.94-1.89) 

# Refracciones (set de trabajo) 26314 (1619) 42211 (2943) 

# Refracciones (set de prueba) 1349 (84) 2235 (157) 

Rcrist (%)3 18.6 (34.6) 19.4 (32.5) 

Rlibre (%)4 26.2 (38.1) 22.8 (40.1) 

# Atomos de Fab 3350 3350 

# Atomos de DNA 0 35 

# Moléculas de agua 0 180 

Valores-B promedio (Å2)   

Variable 34.6; 32.9 31.8 

Constante 28.2; 27.8 36.5 

DNA nd 27.4 

Valor-B de Wilson (Å2) 47.2 29.7 

Gráfico de Ramachandran   

Favorecidos 86.3 89.6 

Permitidos adicionalmente 12.5 9.9 

Permitidos generosamente 0.8 0.3 

No Permitidos 0.4 0.3 

Desviaciones por raíz cuadrada media (RMS)  

Distancias de uniones (Å) 0.024 0.019 

Angulos (Å) 2.14 1.86 
1Los números en paréntesis representan la máxima resolución.   
2Rsim

  =  Shkl |I- <I>| / Shkl |I| 3Rcrist = Shkl |Fo-Fc| / Shkl |Fo|  
4RLibre igual que Rcrist, pero para el 5%  de los datos excluidos del refinamiento. 
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encontró solo un Fab por unidad asimétrica con un ángulo de acodamiento de 184˚ (Figura 

18 B).  

 

A pesar que la cristalización fue realizada con un oligonucleótido de seis bases, sólo las dos 

primeras bases 5’ presentaron densidad electrónica (5’-TC) (Figura 19). En cuanto a la 

estructura de ED-10, los CDR’s de ED-10 resultaron pertenecer a las clases canónicas 

predichas de acuerdo a su secuencia: L1, clase 4; L2, clase 1; L3, clase 1; H1, clase 138 37 

(Figura 20).  

A B 

Figura 18. Representación de cintas de la unidad asimétrica. (A) ED-10 libre. (B) ED-10:site 35-
6B. Las cadenas de la proteína están coloradas como arcoiris y el ADN se muestra con la 
representación de bastones y está coloreado según los átomos (carbono, blanco; oxigeno rojo; 
nitrógeno, azul y fosfato, púrpura).  

Figura 19.  Vista estéreo de la densidad electrónica para el 5’ dTdC3’ contorneada a 3,5 σ. 
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Interesantemente, el CDR H2 resultó inusualmente corto y se lo designó como una nueva 

clases canónica. Hasta al momento existen cuatro clases canónicas descriptas para los 

CDRs H2, i) clase 1, sin inserciones después del residuo 52; ii) Clases 2 y 3 con una 

inserción después del residuo 52; iii) Clase 4 con tres inserciones después del mismo. El 

CDR H2 de ED-10 tiene una deleción en el residuo 53 haciéndolo más corto aún que los 

loops de los CDR clase 1 (Figura 21) . 

 

 

 

Figura 20. Trazo de carbonos alfa de Fab ED-10 y Fab ED-10:ADN. Ambas moléculas fueron 
orientadas de la misma manera, dejando la cadena liviana a la izquierda (gris claro) y la pesada a la 
derecha (gris oscuro). El ADN aparece representado como bastones y coloreado igual que en la 
Figura 18. Los CDR están coloreados de la siguiente manera: L1, naranja; L2, púrpura; L3, verde; H1, 
cian; H2, magenta; H3, amarillo. 
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El sitio de combinación del ADN 

Como se mencionó arriba, en el sitio de combinación del Fab la densidad electrónica fue 

muy clara y bien ordenada para los primeros dos nucleótidos, dTdC (Figura 20).  Ambos 

nucleótidos adaptaron la conformación anti con ángulos de torsión, con respecto de las 

uniones N-glicosídicas, de -133˚ (timidina) y -107˚ (citidina). Ambos azúcares se 

encontraron en la conformación C2 endo con ángulos de pseudorotación de fase de  162˚ 

para la timidina y 158˚ para la citidina. El ADN se encontró insertando las dos bases en el 

sitio de combinación del Ac y el grupo fosfato en la superficie (Figura 22). Este formó 

cuatro uniones de hidrógeno con los residuos de los CDR’s del Fab (L1, L3, H1, H3) y 

cuatro uniones de hidrógeno con moléculas de agua ( Figura 22, Tabla IV). Se pudo 

observar también una unión hidrógeno NH-aromático174 entre el N3 de la timidina y la 

tirosina H33, con una distancia entre el centro del anillo de la tirosina y el N3 de 3.4 Å. La 

base de timidina se encontró apilada entre el anillo indol del triptofano H50 y H95, 

mientras que la citidina se apiló contra el anillo de la tirosina L32 y perpendicular a la 

cadena lateral del triptofano H95. El área de superficie molecular oculta tras la formación  

Figura 21. Comparación del CDR-H2 de ED-10 con las cuatro clases canónicas definidas para 
CDR-H2. El CDR-H2 de ED-10 se muestra a la derecha (en magenta) con las cadenas laterales 
representadas como bolas y bastones. A la izquierda se superimpuso el CDR-H2 de ED-10 con los 
CDR-H2 de Hy-Hel10 (verde, case 1); Hy-HEL5 (amarillo, clase 2); J539 (azul, clase 3); 4-4-20 (cian, 
clase 4). 
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del complejo fue de 385 Å2 para el Fab y 306Å2 para el dinucleótido, 55 % y 45% de la 

timidina y citidina respectivamente. Luego de la unión entre el Fab y dTdC se formaron una 

gran cantidad de  contactos de van der Waals ( 184 ).  

 
Tabla IV. Distancias de las uniones hidrógeno y puentes salinos 
entre el Fab  ED-10 y las moléculas de agua con  dTdC.   

Fab o átomo de agua Átomo de ADN Distancia (Å) 

HisL27dNE2 Cyt2O1P 2.71 

GlyL91O Cyt2N4 2.69 

AsnH35ND2 Thy1O4 2.8 

GlyH98N Cyt2O2 2.66 

Wat28O Cyt2O1P 2.54 

Wat16O Cyt2O2 2.91 

Wat4O Cyt2N3 2.81 

Wat8O Cyt2N4 3.13 

Uniones de Hidrógeno evaluadas con HBPLUS (McDonald et al, 1994) y  
Contacsym (Sheriff et al, 1987) 

 

Por último, se  calculó el índice estadístico de correlación de forma (Sc)175 cuyo valor fue 

de 0,73. Este índice califica la complementariedad de forma en la interfaz de una 

interacción (originalmente usado para interacciones proteína-proteína). Da una idea de cuan 

Figura 22. Vista del sitio de combinación de ED-10 en estéreo.  Las regiones CDR, sus cadenas 
laterales y el ADN están coloreados de la misma manera que en la Figura 18. Las uniones de 
Hidrógeno entre el ADN y el Fab están marcadas como líneas negras punteadas. 
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“bueno” es el ajuste entre las dos superficies. El valor obtenido para el complejo de ED-10 

se encuentra apenas por encima del valor promedio obtenido para interacciones Ag-Ac de 

0,69 ± 0,2. 175 

 
Cambios conformacionales en el anticuerpo luego de la unión del ADN 

(cristalografía) 

A partir de la estructura se pudo corroborar que ocurrían cambios conformacionales en el 

Fab tras la unión del ADN, principalmente en el sitio de combinación. Esto había sido 

sugerido a partir de los cambios encontrados en los espectros de UV-CD, tanto lejano como 

cercano, del Fab libre y unido. A fines de visualizar y cuantificar estos cambios 

conformacionales Se superpusieron las estructuras de la cadena VH y VL de ambos 

cristales utilizando para el alineamiento los residuos que no pertenecían a los CDRs. La 

desviación de la raíz cuadrada media (Å) para las coordenadas de los carbonos α (Cα) 

correspondientes a  los CDR fue: L1(1.01; 0.96), L2 (0.41; 0.38), L3 (0.49; 0.49), H1 (0.31; 

0.31), H2 (0.65; 0.61), H3 (1.49; 1.49). El CDR H3 registró el mayor cambio,  centrado 

alrededor de los residuos H96-H98, con un cambio de 3.8 Å en la posición del Cα la 

tirosina H97. Esta se encontró en la punta del CDR H3 y se alejó del centro del sitio de 

combinación,  formando una cavidad, permitiendo la unión del ADN (Figura 23 A y B). El 

mayor movimiento en el CDR L1 se registró centrado entre los residuos del extremo (L28-

29). Al igual que para el CDR H3, este CDR se apartó del centro del sitio de combinación 

permitiendo la unión del ADN. 
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Figura 23. Representación de superficie 
electrostática del Fab de ED-10 a ±15 kT. (A) 
complejo Fab ED-10, (B) Fab ED-10:ADN.  Los 
residuos H96-H98 del CDR-H3 se muestran por 
debajo de la superficie representados como 
bastones para ilustrar el reacomodamiento de 
este CDR. De esta manera se forma una cavidad 
y permitiendo la unión del ADN. La representación 
fue producida usando GRASP. 

A

B
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Discusión I 

Entender las bases estructurales y termodinámicas del reconocimiento de ADN mediado 

por  Acs abarca dos aspectos fundamentales de la biología. El primero es cómo el ADN, 

una molécula “propia”, es reconocida por el sistema inmune como no propia. El 

conocimiento actual de este tema es insuficiente, especialmente si comparamos con lo 

alcanzado en cuanto al reconocimiento de proteínas y otras biomoléculas. El segundo 

aspecto importante, es que la respuesta inmune anti-ADN participa activamente en un 

grupo de enfermedades autoinmunes severas, entre las cuales la más representativa es el 

LES. A fin de comprender mejor este problema es necesario abordar sistemas relevantes 

desde distintos aspectos, como puede ser el mecanístico o el estructural.  

La necesidad de más estructuras de Acs anti-ADN surge debido a que solo unas pocas han 

sido resueltas hasta la fecha;116; 120; 176; 177  principalmente si lo comparamos con el número 

de estructuras de otras proteínas, e incluso Acs. Es más importante aún la resolución de 

estructuras de complejos, ya que pese a que se han publicado trabajos en los cuales se 

modela el ADN en el sitio de combinación de Fab cristalizado,176; 178 artículos recientes han 

demostrado la presencia de un cambio en la conformación, luego de la unión del ADN.116; 

124 Por lo tanto,  más allá que el modelado por homología de las regiones hipervariables de 

los Acs es una técnica ampliamente usada, la ubicación exacta de los ligandos no puede ser  

precisada, principalmente debido a que interacciones adicionales podrían formarse entre el 

Ac y el ADN. Incluso, aún con la estructura del complejo es difícil anticipar las 

características de estas interacciones. Una prueba fehaciente es la gran diferencia que existe 

entre la afinidad de ED-10 comparado con DNA-1 y BV04-01  por sus respectivos 

ligandos, algo que no podría haber sido inferido jamás a partir de la inspección de las 

estructuras (ver abajo). 

La estructura del complejo ED-10:site 35-6B fue la primera resuelta entre un AcMo anti-

ADN y el ADN que le dio origen y apenas la tercer estructura determinada de este tipo. En 

un  trabajo previo se comparó el sitio de combinación de DNA-1120, BV04-01116; 168 y Jel 

103168, sugiriéndose que dichos Acs  utilizarían un motivo de unión que reconoce ADNcs y 

se lo denominó D-ARM120. El sitio de combinación de ED-10 también presentó este motivo 

(Figura 24).  
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En ED-10 la citidina utiliza el D-ARM donde, el anillo de la base queda apilado entre la 

tirosina L32 y aproximadamente perpendicular al indol del triptofano H95 en el extremo 

del CDR H3.  La base de la citidina se encuentra formando un enlace de hidrógeno con el 

carbonilo de la cadena principal de  la glicina L91, en lugar de la cadena lateral del 

aminoacido L91 como se observó en el D-ARM de los otros Acs, y acepta también una 

unión de hidrógeno de la amida de la cadena principal de la glicina H98. Por lo tanto la 

definición original del D-ARM en la cual se describía una unión de hidrógeno con el 

aminoácido L91 puede ser ampliada a establecer una unión hidrógeno con cualquier 

aminoácido. En cuanto a los otros aminoácidos que componen este motivo, el residuo L32 

es una tirosina en el 70% y 50% de las cadenas  κ y λ respectivamente, mientras que el 

residuo H35 es mucho más variable, según la versión 2000 de la base de datos Kabat.179  

Figura 24.Comparación de los distintos motivos D-ARM. (A) El sitio de unión para C2 en ED-10; 
(B) El sitio de unión para T2 de DNA-1; (C) El sitio de unión para el mononucleótido en Jel3 y (D) El 
sitio de unión para T2 en BV04-01. Los CDR y sus cadenas laterales están coloreadas igual que en la 
Figura 20. 

A 

C 

B 

D 
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Como se mencionó anteriormente, el AcMo 64M-2177 reconoce un fotoproducto de ADN 

dT(6-4)T. En este ADN, existe una unión química entre el carbono 6 y el carbono 4 de la 

dos bases dT(6-4)T resultando en una estructura de un dinucleótido cíclico. La estructura de 

este Fab es interesante ya que provee la oportunidad de poner a prueba la hipótesis de D-

ARM ya que 64M-2 no une ADNsc. En este caso no sea utilizaría el D-ARM  y las uniones 

de hidrógeno importantes estarían formadas por la  histidina H35, la arginina H95 y la 

serina H96.120  

La afinidad medida para de ED-10 por site 35-6B fue de KD = 0.27 nM, mientras que la 

determinada para DNA-1:d(T)5 que fue KD = 2.7 µM163  y la de BV04-01:d(T)3 que fue KD 

= 1.25 µM84 (Tabla V). Esta diferencia de entre 80.000 y 40.000  veces respectivamente, 

muestra como en el AcMo ED-10, seleccionado  luego de la inmunización con un complejo 

proteína:ADN, ocurrió un proceso natural de maduración de afinidad180. Existiendo una 

diferencia en la energía libre de unión de 6.7 kcal⋅mol-1 y 5.1 kcal⋅mol-1 respectivamente, 

con respecto al complejo DNA1:d(T)5 y BV04-01:d(T)3 donde no se conoce el inmunógeno 

que les dio origen. Es difícil reconciliar tan grandes diferencias de afinidad de acuerdo a los 

resultados estructurales  y a que los complejos ocultan áreas de superficie similares luego 

de la unión (385 Å2 /306 Å2) para ED-10 y 402 Å2/ 404 Å2 para DNA-1 y  (338 Å2/310 Å2 ) 

para BV04-01 y cada uno forma cuatro uniones hidrógeno con el ADN. Más aún, el 

complejo DNA-1 mostró una superficie más complementaria con el ADN, de acuerdo al 

valor Sc = 0,82 comparado con un valor de Sc = 0,73 para el complejo ED-10 y BV04-01 

(Tabla V). Sin embargo, como se verá más adelante en este trabajo lo definitorio termina 

siendo la naturaleza y fuerza de las interacciónes formadas. 

 
Tabla V. Comparación de parámetros termodinámico-estructurales entre los distintos 
Fabs cristalizados 

Fab KD
a (nM) ∆G   (kcal·mol-1) ∆ASA (Å2) Fab/ADN  bSc 

ED-10 0.27 ± 0.03 -13.0 ± 0.3 385/306 0.73 

DNA-1 2700 ±  -7.6 ± 0.0 402/404 0.82 

BV04-01 1270 ±  -8.0 ± 0.0 338/310   0.73 

a ∆G=-RT lnK; bíndice estadístico de correlación de forma (Lawrence et al, 1993). 
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Los experimentos de fluorescencia en el equilibrio demostraron que la afinidad de ED-10 

por la secuencia de ADN le dio origen se mantuvo igual amén de la longitud del ADN, 

siempre y cuando 5’-TC esté presente. Por el contrario, La afinidad de DNA-1 aumentó 

para arreglos más largos de politimidina  (KD = 0,45 µM  d(T)10 y KD = 0.14 µM  d(T)15)163 

igual que para BV04-01 (KD = 0,13 µM para d(T)8).84 Por lo tanto, resultaría interesante 

determinar si los oligonucleótidos de politimidina más largos forman interacciones 

adicionales con los CDRs o si la estructura secundaria o terciaria de estos oligonucleótidos 

interfieren la unión. ED-10 fue capaz de unir oligonucleótidos d(T) con una constante de 

afinidad apenas menor que las calculadas para DNA-1 y BV04-01 con su ligando de 

longitud óptima  (KD = 0,05 µM d(T)5). En forma opuesta a estos últimos AcMos, el 

aumento del largo del ADN hasta 15 bases no produjo ningún cambio en la afinidad de ED-

10 (KD = 0,05 µM d(T)15). Sin embargo, ED-10 une la base timidina con una afinidad 20 

veces mayor al polímero de timidinas, indicando que la segunda timidina es la responsable 

de esta disminución en la afinidad, probablemente por un impedimento estérico.  Tomados 

en su conjunto, estos resultados apoyan la hipótesis en la cual el sitio de combinación de 

ED-10 al haber madurado con un complejo proteína:ADN presenta una regulación muy 

fina. Donde modificaciones en la secuencia inmunógena afectan la afinidad, pero esta 

última no se ve afectada si la secuencia correcta está presente. A partir de lo expuesto 

arriba, surge que de la mera inspección de la estructuras no pueden anticiparse las 

diferencias en la energía de las distintas uniones que forman la interfaz de unión, y por lo 

tanto, las mediciones termodinámicas proveen siempre la respuesta final.  

Como se mencionó más arriba, existen numerosas revisiones acerca de los cambios 

conformacionales producidos en los fragmentos Fab luego de la unión del Ag. Estos 

pueden implicar: movimientos de cadenas laterales,  movimientos de las regiones CDR  

como un cuerpo rígido, hasta una reestructuración total de los mismos. Mientras que el 

CDR H3 es, generalmente, el involucrado en estos cambios conformacionales debido a su 

naturaleza variable,181; 182 los otros CDR están frecuentemente involucrados. Las regiones 

VL y VH pueden desplazarse con respecto una de la otra para formar un sitio de 

combinación más adecuado para la unión del Ag. Los movimientos registrados en los 

CDRs de  ED-10 luego de la unión del ADN fueron del tipo concertado. Las  regiones CDR 
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L1 y H3 mantuvieron la conformación total, moviéndose como cuerpos rígidos alejándose 

del sitio de combinación permitiendo el ingreso del ADN (Figura 23) .  

Como complemento de los experimentos cristalográficos, los cambios de conformación 

asociados a la unión del ADN fueron observados también por métodos espectroscópicos en 

solución. Tanto las regiones lejanas como cercanas del espectro de  UV-CD estuvieron 

dominadas por las contribuciones  aromáticas  de las cadenas laterales de los aminoácidos.  

El gran cambio observado en el espectro UV-cercano es indicativo del apilamiento de las 

bases de dTdC entre las cadenas aromáticas en excelente acuerdo con los datos 

cristalográficos. Cabe resaltar que el apilamiento de las bases entre las cadenas laterales 

aromáticas mostró un cambio en la elipticidad tan grande o más al observado en el 

apilamiento de bases en ácidos nucleicos. 

Estas observaciones sugieren que la unión entre ED-10 y el ADN presenta un mecanismo 

de unión complejo, en el cual los movimientos en la proteína juegan un papel importante. 

El ajuste inducido  “induced fit” es uno de los mecanismos más comúnmente discutidos 

que involucran el movimiento de Ac. El ajuste inducido para anticuerpos fue sugerido por 

primera vez por estructuras de dímeros Bence-Jones183; 184 y luego descripto en detalle para 

un AcMo generado con péptidos de la hemaglutinina del virus de la influeza (Fab 17/9) 185 
186. En el escenario más simple, el Ac libre adopta una conformación y la unión del Ag 

causa cambios estructurales en el Ac o el ligando que llevan a una geometría de unión 

mejorada. El grupo de Edmunson ha provisto evidencia estructural del ajuste inducido en 

BV04-01 así como el de Tanner para DNA-1. Por lo que podríamos explicar la inusual 

afinidad de ED-10 por el ADN dTdC por un mecanismo de ajuste inducido que permitió un 

extenso y robusto apilamiento de ambas bases del ADN entre cadenas laterales aromáticas, 

maximizando el número de contactos y enterrando al oligonucleótido en un bolsillo 

profundo en el centro del sitio de combinación, que fue formado precisamente como 

consecuencia del evento de unión y asociado al cambio conformacional. 

Otra hipótesis que podría plantearse, es la de la existencia de un equilibrio preexistente 

entre distintos isómeros estructurales. El Ac libre se encontraría en distintas 

conformaciones, las cuales estarían en equilibrio en la solución. En ese caso la  

conformación observada en el cristal del complejo sería  la estabilizada con la unión del 
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ADN generando un complejo de muy alta afinidad. Si el mecanismo de reconocimiento del 

ADN por ED-10 es un caso de ajuste inducido extremo o de un equilibrio preexistente no 

puede ser resuelto solamente a partir de los datos cristalográficos. Para dilucidar el 

mecanismo de reconocimiento será necesario realizar  estudios cinéticos detallados. 

En resumen, se determinaron las contribuciones energéticas de las bases y la estructura del 

complejo ED-10:ADN, el cual presentó un sitio de combinación similar a otros Acs 

naturales autoinmunes aislados. El principal determinante para la afinidad de unión para el 

AcMo ED-10 se localizó en las primeras dos bases 5’-TC de la hebra B del ADN utilizado 

como inmunógeno indicando que la afinidad de ED-10 por el ADN se mantuvo constante 

independientemente de la longitud del oligonucleótido.  
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Conceptos termodinámicos 

Entre los distintos parámetros termodinámicos la Energía libre de Gibbs (∆G) es el  que 

realmente  determina la dirección en la cual el proceso sucede (en este caso la formación 

del complejo proteína:ADN). La ecuación [17] muestra el cambio de energía libre, para un 

proceso a presión constante, donde ∆H y ∆S representan el cambio de entalpía y en la 

entropía, respectivamente, luego de la formación del complejo. En el nivel molecular, esto 

refleja la oposición de dos efectos fundamentales, la tendencia a caer en un nivel energético 

menor mediante la formación ó ruptura de enlaces de diversa naturaleza física 

(hidrofóbicas, de van der Waals y electrostáticas, ∆H negativo) opuesto por la tendencia 

igualmente natural al desorden ó caos en los sistemas (ruptura de interacciones, ganancia de 

grados de libertad, ∆S positivo). Estos parámetros son fundamentales para el análisis 

integral de un fenómeno o reacción química. Para determinarlos, en nuestro sistema, se 

utilizó la técnica de Titulación Calorimétrica Isotérmica (ITC, isothermal titration 

calorimetry). Con este método se midió directamente el cambio de entalpía (∆H), constante 

de afinidad KA,, valor reciproco de la KD usada anteriormente,157 y la estequiometría de 

reacción . Luego a partir de estos valores,  utilizando distintas relaciones termodinámicas 

(ver materiales y métodos) se calculó la componente entrópica de la interacción. Otra 

método comúnmente utilizado para estimar el valor de la entalpía una interacción es a 

través de la ecuación de van’t Hoff. De esta manera, ésta puede obtenerse indirectamente 

midiendo la dependencia de la constante de disociación con respecto a la temperatura, por 

ejemplo mediante experimentos espectroscópicos. Por lo tanto, este valor representa la 

entalpía íntimamente asociada al evento de unión que causa el cambio de señal. En el caso 

de ED-10 la disminución en la fluorescencia intrínseca de un triptofano luego de la 

formación del complejo. Si bien este cálculo es ampliamente utilizado, los valores de 

entalpía calculados por este método y por calorimetría no siempre coinciden (ver discusión)  

Por último el cambio de capacidad calorífica a presión constante (∆Cp) en sistemas bi-

moleculares resulta de medir el cambio de entalpía en función de la temperatura, por lo que 

también pudo ser determinada por esta técnica.  Generalmente, los cambios de ∆Cp  estan 

relacionados al ocultamiento de superficie  del solvente luego de formada la interfaz 

molecular (como se  lo ha utilizado en plegamiento de proteínas)187. Sin embargo se cree 
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que, si bien es la de mayor peso, esta no es la única fuente de ∆Cp (ver discusión). Las 

interacciones proteína-ADN específicas se caracterizan por presentar un cambio negativo 

en la capacidad calorífica luego de la unión, el cual proviene del ocultamiento de las bases 

del ADN y la superficie protéica complementaria, mientras que las no específicas 

generalmente se asocian con ∆Cp mínimos o cercanos a cero.5; 9; 10; 13 

 

Obtención de los parámetros termodinámicos de la interacción        

ED-10-ADN 

Como se mencionó en el capítulo anterior el AcMo ED-10 reconoce el ADN utilizando el 

motivo “D-ARM” al igual que los AcMos DNA-1 y BV04-01120. Sin embargo la afinidad 

por el ADN presente en el cristal, medida por técnicas espectroscópicas, es entre 80.000 y 

40.000 veces mayor, a la obtenida para estos dos últimos.  Por un lado a partir de los datos 

cristalográficos, se pudo obtener información acerca de la “arquitectura” y los residuos de 

contacto del sitio de combinación de ED-10. No obstante, ésta técnica no permitió explicar 

las diferencias de afinidad por el ADN entre ED-10 y los distintos AcMos cristalizados. La 

termodinámica entonces aporta respuestas a estas preguntas  y genera nuevas perspectivas 

para comprender los orígenes de la especificidad y la estabilidad resultando en un 

complemento fundamental para los datos estructurales.  

En base a lo expuesto, se realizó una comparación de las propiedades termodinámicas de la 

unión a ED-10 site 35-6B (posee la secuencia 5’ de la cadena B de oligonucleótido 

inmunógeno), así como al oligonucleótido d(T)5 (sustrato de los AcMos anti-ADN 

cristalizados que comparten el D-ARM163; 172). Al primero lo llamaremos ADN 

inmunógeno (ADNi) y al otro politimidina d(T)n. En el primer experimento de calorimetría 

se tituló una solución conteniendo el Fab de ED-10 con el ADNi  (Figura 25),  esto produjo 

un cambio en la entalpía de -26,0 ± 0,1 kcal·mol-1 (Tabla VI). Los datos experimentales 

crudos indicaron una interacción fuerte y saturada (Figura 25, inserto). Estos  fueron 

ajustados a una ecuación estándar de unión mostrando una estequimetría de 

aproximadamente 1:1. El valor de n obtenido en el ajuste fue de n ≈ 0,7; esto podría reflejar 

un error en el cálculo de la concentración, o bien la presencia de proteína la cual fue 

incapaz de unir ADN (algo similar se observó en los ensayos de unión al equilibrio).  
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Sin embargo esta discrepancia tuvo un efecto muy pequeño en el valor de ∆H ajustado y 

suele suceder en  interacciones muy afines seguidas por este método, habiendo sido ya 

reportadas en particular para Acs188. Lamentablemente, debido a la falta de puntos en la 

región de equivalencia los datos  no pueden ser ajustados para calcular la KA. En los 

experimento de ITC la naturaleza abrupta de la transición de los datos es proporcional a la 

KA multiplicada por la concentración de sitios de unión disponible, esta relación se 

denomina valor c189 (ver materiales y métodos). A medida que el valor c se hace más 

grande,  la pendiente de la transición se torna más empinada, haciendo imposible el ajuste 

para determinar la constante. 

Ante la imposibilidad de obtener el valor de ∆G a partir de la KD obtenida por calorimetría, 

para el cálculo de la entropía se suele utilizar el valor obtenido en las mediciones al 

equilibrio por fluorescencia. De esta manera utilizando el valor obtenido anteriormente,  

∆G = -13,0 ± 0,2  kcal·mol-1 y utilizando la ecuación [17] se despejó el valor de T∆S = - 

13,0 ± 0,3 kcal·mol-1 (Tabla VI). Indicando que la formación del complejo ED-10:ADNi 

está dirigida entálpicamente y opuesta por la entropía. 

 

 

Figura 25.  Titulación Calorimétrica del Fab ED-10 con el oligonucleótido de ADN site 35-6B.  
Una solución conteniendo 8 µM se tituló con una solución de site 35-6B 80 µM a 298 K en TBS con 1 
mM EDTA pH 7,0. Los datos se analizaron con el programa ORIGIN para obtener los valores de ∆H, 
KA, n. El valor de KA obtenido no es confiable bajo estas condiciones experimentales. En el inserto se 
muestran los datos crudos de calorimetría.  
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Cuando se realizó el mismo experimento para el d(T)5 (Figura 26), se observó un cambio de 

entalpía de -16.0 ± 0.3 kcal·mol-1, 10 kcal·mol-1 menor que el valor obtenido para el ADNi 

(Tabla VI). Esta diferencia en el ∆H entre ambas interacciones indicó menos cantidad de 

interacciones y/ó que las formadas fueron más débiles. Luego, los datos obtenidos fueron 

ajustados a la misma ecuación anterior y se  determinó la constante de afinidad  KA = (1.1 ± 

0.2)·107 M-1 y su valor reciproco KD = 90 ± 10 nM. Este valor se encontró  en  excelente 

acuerdo con el valor calculado por mediciones al equilibrio KD = 49 ± 5 nM. La magnitud 

de la entropía pudo ser calculada entonces directamente de los datos calorimétricos, T∆S = 

- 6.6 kcal·mol-1 (Tabla VI), mostrando que la unión del d(T)5 al igual que el caso anterior se 

encontró dirigida entálpicamente y opuesta por la entropía. Para este caso, se calculó 

también el valor de T∆S en forma similar a lo hecho en el caso anterior. El valor obtenido 

para T∆S = -6.0 ± 0.4 kcal·mol-1,coincidió con el obtenido por ITC (Tabla VI) validando de 

alguna manera el cálculo hecho en el primer caso. 

 
Tabla VI. Parámetros termodinámicos de la interacción de Fab ED-10 
con site 35-6B y d(T)5   

ADN  site 35-6B dT5 

a∆H (kcal·mol-1) -26.0 ± 0.3 -16.0 ± 0.1 
abKD

(ITC) (nM)  -  90 ± 16 
an 0.72 ± 0.02 0.73 ± 0.05 
aT∆S(ITC) (kcal·mol-1)  -  -6.6   
cKD

(calc) (nM) 0.27 ± 0.03 49 ± 5 
dT∆S(calc) (kcal·mol-1) -13.0 ± 0.3 -6.0 ± 0.4 
a ∆Cp    (kcal·mol-1·K-1) -0,163  ± 0,008  -  

a Valor obtenido por ITC; b KD= 1/KA obtenido de ITC; c Obtenido por ensayos de 
Fluorescencia en el equilibrio; dT∆S= R·T·ln(KD

(clac)) - ∆H  
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Figura 27.  Entalpía de unión en función de la 
temperatura, cálculo del ∆Cp. (A) Unión del Fab 
ED-10 con el site 35-6B. (B) con el d(T)5. Las 
líneas representan el ajuste de los datos a una 
recta utilizando el método de cuadrados mínimos. 
De la pendiente de las rectas se extrajo el valor 
de ∆Cp. 
 

A 

B 

Figura 26.  Titulación Calorimétrica del Fab 
ED-10 con el oligonucleótido de ADN d(T)5.  
Una solución conteniendo 8 µM se tituló con una 
solución de d(T)5 80 µM a 298 K en TBS con 1 
mM EDTA pH 7,0. Los datos se analizaron con el 
programa ORIGIN para obtener los valores de ∆H, 
KA, n. En el inserto se muestran los datos crudos 
de calorimetría.  
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Como se mencionó anteriormente el cálculo de ∆Cp es de gran interés en las interacciones 

proteína-ADN ya que permite realizar inferencias importantes en relación al área de 

superficie que se oculta luego de la interacción. Por lo tanto, se realizaron experimentos de 

ITC a distintas temperaturas y se graficó ∆H en función de la temperatura (Figura 27).  Los 

datos de este gráfico fueron ajustados a la ecuación de una recta por el método de 

cuadrados mínimos y de la pendiente se obtuvo el valor de ∆Cp. La unión del ADNi a ED-

10 presento un cambio de capacidad calorífica negativa ∆Cp = -0,163 ± 0,008 (Figura 27 

A), típicamente reportado en interacciones proteína-ADN. 

El grupo de Record utilizó la información obtenida a partir de la transferencia de pequeñas 

moléculas del estado líquido a soluciones acuosas y el plegamiento de proteínas para 

obtener una relación empíricas entre el ∆Cp y el ocultamiento de superficies al solvente190; 

191. Esta relación fue luego aplicada,por el mismo grupo,a interacciones entre proteínas y 

ADN8 Una expresión alternativa de esta relación empírica, es la obtenida por Freire y 

colaboradores a partir de  información experimental de cambios de ∆Cp y estructuras 

cristalográficas de proteínas y complejos de proteínas quedando expresada en la ecuación 

[27].192 

      

! 

"Cp = (0,45 ± 0.02) # ("A
np

) $ (0,26 ± 0.03) # ("A
p
) #cal #K

$1
#mol

$1   [27] 

Donde ∆Anp corresponde a el área de superficie no polar oculta y ∆Ap al área de superficie 

polar. Se aplicó esta ecuación a las datos obtenidos del cristal de complejo ED-10:ADN, 

teniendo en cuenta las superficies polares y no polares tanto en el Ac como en el ADN. El 

valor de ∆Cp obtenido según la formula fue de ∆Cp = -0.115 ± 0.05 (Tabla VI) en 

concordancia con el obtenido por ITC. En forma contraria la unión de d(T)5  no mostró un 

cambio de la entalpía en el rango de temperatura medido por lo que se estimó un  ∆Cp ≈ 0  

(Tabla VI, Figura 27 B). Este resultado sugirió que en este caso, si bien hay unión, quedaría 

solvente en la interfaz. 

La Ecuación de van’t Hoff relaciona la variación de la constante de disociación al equilibrio 

KD con la entalpía (∆H) de la interacción. De esta manera, es posible determinar las 

contribuciones entálpicas y entrópicas de la interacción estudiada. Se midió la constante al 

equilibrio para la unión de ED-10 a d(T)5 a distintas temperaturas y se graficó ln(KD) en 

función de 1/T (ver van’t Hoff, materiales y métodos). De acuerdo a lo determinado en 
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calorimetría para esta interacción, se consideró un ∆Cp nulo por lo tanto los datos 

obtenidos se ajustaron a un modelo lineal obteniéndose como pendiente ∆H/R y como 

ordenada al origen ∆S/R (Figura 28).   

La pendiente de la recta fue -8500 ± 1000 K-1, se multiplicó por el valor de R en calorías 

obteniéndose un valor de ∆H ≈ -17± 2 kcal·mol-1. Este valor coincide con el ∆H obtenido 

por ITC para la interacción (-16 kcal·mol-1). Este tipo de concordancia es generalmente 

asociada a reacciones de dos estados . El valor de entropía obtenido por este método T∆S = 

6.8 ± 2 kcal·mol-1 también coincidió sorprendentemente con el obtenido por ITC (- 6,6 

kcal·mol-1).  

 

Estudios termodinámicos en función a la Fuerza iónica  

Se estudió el comportamiento del la interacción del Fab con el ADNi y d(T)5 con respecto 

al cambio de fuerza iónica. Se determinó la KD para ambos siguiendo el cambio de la 

fluorescencia intrínseca de los triptofanos, mediante la misma metodología que en el 

capítulo I. La concentración de NaCl se varió entre 25 mM y 1 M. Sólo se observaron 

cambios despreciables en la afinidad con respecto a la fuerza iónica tanto para el ADNi  

Figura 28.  Gráfico de van’t Hoff para la unión de Fab ED-10 a d(T)5. Los datos fueron medidos en 
TBS pH 7,0 y analizados suponiendo que no existe un cambio en la capacidad calorífica (∆Cp = 0).  
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como para el d(T)5 (Figura 29), indicando la ausencia de una componente electrostática, 

generalmente reportada en interacciones proteína-ADN.  

Se decidió profundizar este análisis, y determinar que sucedía con los componentes de la 

energía libre de Gibbs, la entropía y la entalpía, en función de este cambio. Para esto se 

realizaron estudios calorimétricos variando la concentración de NaCl y se determinó el 

cambio de entalpía y entropía luego de la formación del complejo (Figura 30). Para el 

ADNi no se observó un cambio significativo ni en el ∆H ni en el T∆S con el cambio de la 

fuerza iónica. No obstante, los valores obtenidos en para ∆H los distintos experimentos de 

ITC  presentaron leve tendencia  a ser menos favorables con el aumento de la fuerza iónica. 

Pese a esto,  la dispersión de los datos no permitió realizar un ajuste lineal correcto. De 

manera similar, para la interacción con el d(T)5 se observó un aumento gradual de la 

componente entálpica (menos favorable) de la reacción con el aumento de la fuerza iónica. 

Ésta fue compensada por un cambio favorable de entropía. Estos resultados analizados en 

conjunto confirman que la interacción de ED-10 con el ADN presentó una componente 

electrostática casi nula. Donde las pequeñas variaciones observadas en la entalpía y la 

entropía pudieron deberse tanto a efectos iónicos como a efectos de soluto a 

Figura 29.  Dependencia de la afinidad en función de la fuerza iónica. Los datos para site 35-6B 
() y d(T)5 () se obtuvieron midiendo la constante de afinidad al equilibrio por fluorescencia, con Fab 
ED-10 en TBS pH 7,0. La concentración de NaCl se varió entre 0.025 -1 M.  
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concentraciones altas de NaCl, esto deberá ser confirmado realizando experimentos 

adicionales.  

 

Estudios termodinámicos en función de la longitud del 

oligonucleótido  

En el capítulo anterior se determino que la afinidad de ED-10 por el ADN no se modificaba 

siempre y cuando la secuencia 5’-TC estuviera presente independientemente de la longitud 

del oligonucleótido. Para este tipo de interacciones se obtuvo un valor de ∆G de que 

rondaba las -13 kcal⋅mol-1 para todos los casos estudiados. Para interacciones 

proteína:ADN se ha observado que para distintos tipos de complejos específicos, el ∆G de 

formación varía en un rango pequeño, sin embargo las componentes del mismo ∆H y T∆S 

presentan variaciones mucho más amplias5. Es decir que existe una compensación entre la 

entropía y la entalpía del sistema para mantener invariable la energía de unión. Por lo tanto 

se decidió estudiar si existían este tipo de diferencias en la interacción de ED-10 con los 

oligonucleótidos de distinta longitud. Para mantener la nomenclatura utilizada en este 

capítulo se denominó ADNi a todos aquellos que llevaron las bases TC en su extremo 5’. 

Figura 30. Dependencia de la entalpía y la entropía en función de la fuerza iónica. Los valores la 
entalpía de la unión del site 35-6B () y el d(T)5 () a ED-10 se obtuvieron mediante ITC. Los valores 
la entropía de unión del site 35-6B () y  el d(T)5 () se obtuvieron mediante las ecuaciones [4] y [25] 
utilizando la constante de afinidad  calculada en el equilibrio por fluorescencia y la entalpía obtenida 
por ITC. Todas las mediciones se realizaron en TBS pH 7,0 variando la concentración de NaCl entre 
0.025-1 M.  
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Se realizaron titulaciones calorimétricas con ADN cadena simple de 2 a 18 bases de largo 

(site 35-2B a site 35-18B, ver materiales y métodos) usando los mismos oligonucleótidos 

que en el capítulo anterior. Sorprendentemente, se observó una cambio lineal en la entalpía 

de unión a medida que se aumentaba el número de bases de ADN (Figura 31, Tabla VII). 

Con este aumento, el componente entálpico se hizo menos negativo, vale decir, menos 

favorable en términos de la interacción.  

Sin embargo, en el rango de longitudes estudiado, todas las reacciones fueron dirigidas 

entálpicamente. Como se demostró en el capítulo anterior el ∆G no varió en función de la 

longitud, por lo tanto usando la ecuación [17] se calculó el valor de T∆S. Este valor si bien 

continuó siendo opuesto al desarrollo de la reacción se hizo más pequeño en modulo, es 

decir se oponía menos (Tabla VII). Estos resultados indicaron una compensación entálpico-

entrópica isotérmica en la unión del ADNi  de distinta longitud a  ED-10  reflejada en un 

∆G invariable. 

 

 

 

Figura 31.  Dependencia de la entalpía en función de la longitud del oligonucleótido. Los valores 
la entalpía de la unión de los distintos oligonucleótidos a ED-10 se obtuvieron mediante ITC. En el 
grafico se muestran dos series, aquellos que poseen  en su extremo 5’dTC() y  los poli(dT) ().  
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Tabla VII. Parámetros termodinámicos de la interacción de Fab ED-10 con  oligonucleótidos 
de ADN  de distinta longitud y composición 

ADN ∆Ga  (kcal·mol-1) ∆Hb   (kcal·mol-1) T∆Sc  (kcal·mol-1) 

site 35-18 B -12.8 ± 0.3 -16.0 ± 0.2 -3.2 ± 0.5 

site 35-10 B -13.2 ± 0.2 -23.0 ± 0.2 -9.8 ± 0.4 

site 35-6 B -13.0 ± 0.3 -26.0 ± 0.1 -13.0 ± 0.4 

site 35-4 B -13.5 ± 0.2 -26.8 ± 0.2 -13.3 ± 0.4 

site 35-2 B -12.9 ± 0.2 -29.0 ± 0.3 -16.1 ± 0.5 

dT15 -10.0 ± 0.3 -15.1 ± 0.5 -5.1 ±    0.8 

dT10 -10.0 ± 0.3 -15.8 ± 0.3 -5.8 ±    0.6 

dT5 -10.0 ± 0.3 -15.9 ± 0.2 -5.9 ±    0.5 

a ∆G=R·T·lnKD; bValor obtenido por ITC; cT∆S= ∆G - ∆H 

 

En la sección anterior se demostró también que ED-10 reconoció a d(T)5. Incluso, fue capaz 

de reconocer arreglos de politimidina cadena simple de hasta 15 bases manteniendo la 

misma afinidad, es decir con el mismo ∆G. Por lo tanto se investigó que sucedía con las 

componentes de la energía libre en el caso de la unión con este tipo de ADN. Se observó 

que para arreglos de entre 5 y 15 bases no existió un cambio significativo o una tendencia 

en cuanto al valor de ∆H  en función de la longitud de los oligonucleótidos (Figura 31). Por 

lo tanto como el ∆G tampoco varió, de la ecuación 1 se desprende que el T∆S  también se 

mantuvo constante (Tabla VII). Aportando una diferencia más entre la  interacción de ED-

10 con el ADNi y el d(T)5. 

 

Titulación calorimetríca de desplazamiento 

Como se mencionó anteriormente, es una limitación de la calorimetría determinar el valor 

de la KD cuando la afinidad entre los reactantes estudiados es muy alta (ver materiales y 

métodos). La alta afinidad de la interacción entre ED-10 y site 35-6B, provocó una  la 

titulación de naturaleza abrupta sin puntos en la transición. Por lo que, no fue posible medir 

los cambios de calor tras la formación del complejo en esas condiciones. Una forma de 

solucionar este fenómeno es plantear múltiples equilibrios y determinar una constante de 
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disociación aparente (KDap) para el ligando más afín en presencia del ligando que es 

reconocida más débilmente. A esto se lo denomina titulación calorimétrica de 

desplazamiento193; 194. 

Para determinar entonces la constante de afinidad de ED-10, por el site 35-6B por este 

método se plantearon los siguientes equilibrios. 

      

! 

ED " 10 + d(T )5

KD1

#[ED " 10 : d(T )5 ]

ED " 10 + site35 " 6B

KD2

#[ED " 10 : site35 " 6B]

[ED " 10 : d(T )5 ] + site35 " 6B

KDap

#[ED " 10 : site35 " 6B] + d(T )5

 

Se incubó ED-10 con un exceso de d(T)5 de manera de saturar todos los sitios de unión con 

este ligando, es decir que todo el ED-10 se encuentre formando complejo con el d(T)5. 

Luego se realizó un experimento de ITC en el cual se tituló este complejo inyectando site 

35-6B (Figura 32). 

Se observó un cambio de entalpía de aproximadamente -7,0 ± 0.4 kcal·mol-1. Por lo tanto si 

no mediara otro proceso este valor debería ser igual a la diferencia de las entalpías para el 

site 35-6B con la del d(T)5, es decir la diferencia de entalpía entre la disociación del 

complejo ED-10:d(T)5 y la formación del complejo ED-10:site 35-6B. El valor obtenido 

para la diferencia entre los ∆H determinados para el d(T)5 y site 35-6B en experimentos 

separados  (este último con el signo invertido, ya que corresponde a la disociación del 

complejo) fue de ∆H = -10,6 ± 0,3 kcal·mol-1. Si bien  los valores de entalpía calculados 

por ambos métodos no coincidieron exactamente, estos son muy similares considerando el 

abordaje. Por lo tanto la KDap obtenida (en el ajuste correspondió a de la unión de ADNi a 

ED-10 en presencia de d(T)5 KDap= 66 ± 9 nM. Como KD2 es significativamente más grande 

que KD1 (ver arriba), entonces podemos plantear que, KDap esta relacionada con KD2 según la 

siguiente ecuación. 
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! 

KD2 =
KDap

1+
[d(T )5 ]

KD1

" 

# 
$ 

% 

& 
' 

  [28] 

Utilizando esta fórmula se obtuvo un valor para  KD2 = 0,14 ± 0,4 nM en total concordancia 

con el obtenido a través de las mediciones en el equilibrio realizadas espectroscópicamente, 

confirmando una vez más este valor de KD para el site 35-6B. 

 

 

Figura 32.  Titulación Calorimétrica de desplazamiento del complejo Fab ED-10:d(T)5 con el 
oligonucleótido de ADN site 35-6B.  Una solución conteniendo 8 µM de Fab ED-10 y 40 µM d(T)5 se 
tituló con una solución de site 35-6B 80 µM a 298 K en TBS con 1 mM EDTA pH 7,0. Los datos se 
analizaron con el programa ORIGIN para obtener los valores de ∆Hap, KAap, n. En el inserto se 
muestran los datos crudos de calorimetría  
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Discusión II  

En el capitulo anterior se determinó la estructura del complejo de ED-10:ADN y se definió 

la mínima secuencia necesaria para el reconocimiento del ADNi con alta afinidad. Como se 

comentó allí, los datos estructurales obtenidos no permitieron explicar la diferencia en la 

afinidad de ED-10 con su ADNi comparada con la de DNA-1 y BV04-01 (los otros AcMos 

anti-ADN cristalizados) por los oligonucleótidos de timidina. Remarcando que, la afinidad 

de unión no es simplemente una función de la complementariedad espacial, ni la suma de 

interacciones favorables entre moléculas consideradas como cuerpos rígidos. Sino que  la 

unión de dos macromoléculas flexibles (como una proteína y el ADN) involucra una serie 

de cambios energéticos para pasar del estado libre al unido, en el complejo final. Estas 

transformaciones involucran procesos tanto  nivel de la interfaz como internos de cada 

molécula, además de considerables contribuciones del solvente.  Se planteó entonces el 

desarrollo más amplio de la termodinámica de este tipo de interacciones, como la fuente 

donde podrían encontrarse las bases de este tipo de diferencias. La ITC fue la metodología 

elegida por ser capaz de medir directamente el cambio de entalpía de la interacción. 

Por este método se determinaron entonces, los parámetros termodinámicos de la interacción 

de ED-10 con el ADN. La unión de ED-10 a el oligonucleótido de 6 bases conteniendo la 

secuencia inmunógena fue dirigida entálpicamente y opuesta por el cambio de entropía y 

acompañada de un cambio negativo de ∆Cp (∆H =-26 ± 2 kcal⋅mol-1; T∆S = -11 ± 2 

kcal⋅mol-1; ∆Cp = -0,163 ± 0,008 kcal⋅mol-1). Típicamente el cambio negativo de entalpía 

esta asociado con la formación de interacciones favorables tanto electrostáticas como de 

van der Waals. En este sentido, el ADN formó cuatro uniones de hidrógeno con los 

residuos de los CDRs, L1, L3, H1 y H3 así como otras uniones hidrógeno con el agua (ver 

capítulo 1) y el apilamiento de bases entre los residuos de triptofano y tirosina produjo una 

gran cantidad de interacciones de van der Waals  

De acuerdo a los datos cristalográficos, el apilamiento de las bases del ADN entre las 

cadenas laterales hidrofóbicas de los CDRs pareció ser la interacción predominante. Por lo 

tanto, la desolvatación de estas superficies hidrofóbicas podría aportar gran parte de la 

energía necesaria para la unión del ADN. Sin embargo, este es un proceso generalmente 

asociado a T∆S > 0 y ∆H > 0  debido a la naturaleza altamente ordenada de las aguas fijas 
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circundantes (efecto “hidrofóbico clásico”)195  de manera opuesta a lo observado para ED-

10-ADNi en las mediciones calorimétricas realizadas. No obstante, los parámetros 

termodinámicos asociados con la liberación de agua son fuertemente influidos por el patrón 

de hidratación de la superficie.196  Donde la desolvatación de moléculas grandes puede 

resultar en un cambio de entalpía negativo debido a que, las moléculas de agua en contacto 

con esta superficie  experimentan menos uniones hidrógeno que las presentes en el 

solvente. Por lo tanto al volver a éste forman más uniones de hidrógeno aportando una 

entalpía negativa, a este fenómeno se lo denominó efecto “hidrofóbico no clásico”197; 198. 

 Este fenómeno ha sido observado en distintos sistemas experimentales proteína-

carbohidrato199 proteína-ligando200 proteína-péptido.201 En particular ha sido demostrado 

para el AcMo anti-ADN 11F8 aislado de ratones con predisposición a generar LES.83 El 

AcMo 11F8 comparte varias características termodinámicas con ED-10 en cuanto a la 

unión al ADN, con la diferencia que en este caso el ADN utilizado no es el inmunógeno 

sino que  ha sido obtenido artificialmente por la técnica de SELEX85. En trabajos 

anteriores, 11F8 mostró una  KD = 10 nM por ADN seleccionado85 y de 94 µM por d(T)5
83 

en forma similar a ED-10. Asimismo, para 11F8 se demostró también, que la reacción es 

entalpicamente dirigida con una  entropía desfaborable y ∆Cp negativo (∆H =-26,0 ± 0,1 

kcal⋅mol-1; T∆S = -13 ± 0,3 kcal⋅mol-1; ∆Cp = -0,3 ± 0,1 kcal⋅mol-1)165 resultados similares 

a los observados para ED-10. A partir de estudios de mutagénesis sitio específica en 

residuos aromáticos de 11F8 involucrados en la interacción con el ADN se demostó que 

estos contribuyeron con la entalpía asociada a la unión.166 Más aún, titulaciones seguidas 

por fluorescencia de triptofano realizadas en solventes de distinta polaridad para las 

distintas mutantes demostraron que la entalpía negativa de la unión de 11F8 al ADN 

provenía del efecto hidrofobico no clasico.166 Si bien la estructura de 11F8 no ha sido 

determinada, se cree que utiliza el D-ARM como ED-10. En función de estas similitudes y 

teniendo en cuenta que, como se demostró en el capítulo anterior, la disminución de la 

polaridad de la solución disminuyó la afinidad de ED-10 por el ADN parece razonable 

inferir que el efecto hidrofóbico no clásico jugaría un papel importante en el 

reconocimiento  del ADN por ED-10. Por lo tanto se asignó el origen de este efecto a la 

desolvatación de residuos aromáticos presentes en el sitio de combinación. 
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De manera similar, la interacción con el d(T)5 también fue impulsada por la entalpía y 

opuesta por la entropía . Sin embargo la magnitud del cambio fue muy distinta (∆H = -16,0 

± 0,1 kcal⋅mol-1; T∆S = -6,6 ± 0,3 kcal⋅mol-1; ∆Cp ≈ 0 kcal⋅mol-1). La entalpía fue casi 10 

kcal⋅mol-1 menor a la del ADNi y la entropía también desfavoreció la interacción pero en 

menor medida que en el ADNi. Estos valores son similares a los obtenidos por Schuermann 

y colaboradores para el complejo DNA-1:d(T)5 (∆H = -16,8  kcal⋅mol-1; T∆S = -10,3 

kcal⋅mol-1; ∆Cp ≈ 0 kcal⋅mol-1).112 123 Esto permitiría plantear que, si bien de acuerdo a las 

estructuras de complejos AcMo anti-ADN:ADN resueltas, las formas de interacción entre 

los Acs con el ADN parecerían estar regidas por el D-ARM, los componentes energéticos 

de estas interacciones cambian de acuerdo a la “especificidad” por el ADN. En el complejo 

ED-10:site 35-6B, (ADN inmunógeno) y 11F8:WT ( ADN seleccionado por SELEX) se 

observó una componente entálpica  de gran envergadura, una alta penalización entrópica y 

un ∆Cp negativo. Mientras que en el complejo DNA-1:d(T)5 y ED-10:d(T)5 se observó una 

menor componente entálpica, menor penalización entrópica y un ∆Cp ≈ 0. Por lo tanto, así 

como el D-ARM es una característica estructural de las interacciones anti-ADNcs:ADNcs. 

Se podría proponer entonces que un cambio favorable en la entalpía y desfavorable en la 

entropía  sería un característica termodinámica de la interacción antiADNcs:ADNcs. De 

manera que, cuando la interacción es con una secuencia de ADN “seleccionada” reconocida 

con alta afinidad, como en el caso del complejo ED-10:ADNi (natural) y 11F8:WT 

(SELEX), se observa un ∆Cp negativo, “firma termodinámica” de las interacciones 

específicas proteína-ADN.8; 13; 148 Por otro lado, cuando la interacción  es con una secuencia  

no seleccionada ED-10:d(T)5 y DNA-1:d(T)5 se observa un ∆Cp cercano a cero  típico de 

interacciones proteína-ADN inespecíficas. 9 5  

Existen numerosos trabajos que vinculan los cambios en el ∆Cp con los cambios en la 

superficie (apolar y en menor medida polar) expuesta al solvente luego de la interacción.8; 

192; 202; 203 La ecuación [27]192 establece una relación numérica  empírica, a partir de la cual  

se calculó el valor de ∆Cp para la interacción entre ED-10 y site 35-6B utilizando los datos 

de cristalografía. Este valor  (-0,115 ± 0,05 kcal⋅mol-1) es menor al obtenido a partir de las 

mediciones de ITC (-0.163 ± 0.008 kcal⋅mol-1). Si bien los valores son similares, el valor 

obtenido utilizando los datos estructurales subestima el de ITC. Este tipo de discrepancia es 

habitualmente encontrada en interacciones proteína-ADN ya que el ∆Cp en este tipo de 



Capítulo II 

95 

sistemas no es tan predecible como en plegamiento de proteínas.204  En muchos casos, tanto 

la proteína y  como el ADN interactuantes no se comportan como cuerpos rígidos tras la 

unión. Como resultado de esto, efectos de plegamiento local (ocultando o exponiendo 

superficies al solvente) pueden influir este valor.8 En ED-10, más allá del reacomodamiento 

principalmente del CDRH3, no se observan grandes cambios conformacionales. Sin 

embargo, este movimiento podría ser una de las bases de esta discrepancia. Otra posible 

fuente de discrepancia podrían ser eventos de protonación o unión de iones,26 pero esto 

parecería poco probable ya el cambio de la fuerza iónica y el pH demostraron no tener 

efecto en la unión entre ED-10 y el ADN (Capitulo 1). Una explicación alternativa, 

descripta recientemente, para justificar este tipo de diferencias es el papel que juega de la 

red de moléculas de agua en la interfaz. Al ser incorporadas a ésta,  las moléculas de agua 

pueden sufrir una reducción en sus modos vibracionales “suaves” reduciendo su capacidad 

calorífica, con una posible disminución del ∆Cp de la formación del complejo.157; 205; 206 

Esta última interpretación parecería viable para el caso del complejo ED-10:ADN  donde, 

de acuerdo a lo determinado en el cristal, el ADN unido forma uniones de hidrógeno con 

moléculas de agua (capítulo I), pudiendo ser esta la explicación para la discrepancia entre el 

∆Cp calculado y  el determinado por ITC. 

El valor de la entalpía calculado para d(T)5 por van’t Hoff y calorimetría coincidieron de 

manera notoria. En la literatura existen muchos caso en los cuales estos valores caen en 

discrepancias sistemáticas. 207 Sin embargo, la coincidencia en este caso puede explicarse 

en términos en los cuales el evento de unión se corresponde con un equilibrio de dos 

estados, en el cual las moléculas libres pasan a formar el complejo con pocas 

contribuciones de reorganización de agua, rearreglos conformacionales o cambios de 

protonación207 . Lo cual indicaría una interfaz poco consolidada para el complejo ED-

10:d(T)5. No fue posible calcular la entalpía de van’t Hoff para la interacción de ED-

10/ADNi debido a que la afinidad medida estuvo en el limite de detección y pareció no 

cambiar con la temperatura imposibilitando la construcción de este gráfico. 

Si bien la afinidad de ED-10 por el ADNi se mantuvo constante sin importar la longitud del 

oligonucleótido (Capitulo 1), se observó un cambio en los valores de entalpía y la entropía 

produciéndose una compensación entálpico-entrópica “isotérmica”. Este tipo de fenómeno 
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fue muy estudiado para moléculas pequeñas del tipo hospedador-huesped (host-guest)208 y 

ha sido descripta recientemente para interacciones proteína-ADN.5  En el primer caso se 

comparó la unión de una serie de ligandos homólogos en condiciones constantes de 

temperatura en las cuales ∆H y ∆S mostraron cambios compensatorios. En el segundo caso, 

el trabajo de Jen-Jacobson y colaboradores realizado con la endonucleasa EcoRI  demostró 

que existe un paralelismo a este fenómeno en las interacciones proteína-ADN cuando el 

sitio de reconocimiento es mantenido constante, mientras que se establecieron variaciones 

en la secuencia contexto, vale decir, en las bases que no establecen contactos sino que 

encierran el sitio de unión. Distintas teorías sobre el origen de este tipo de variación han 

sido desarrolladas, algunas asignando un papel fundamental a la reorganización del 

solvente y las propiedades del agua,209 hasta una visión más general en la cual esta 

compensación es una consecuencia intrínseca del de interacción.210 Para la interacción de 

ED-10 con el ADN esto puede ser visto de dos maneras: 1) la geometría de los contactos 

nos polares y las uniones de hidrógeno estuvo optimizada en los oligonucleótidos más 

cortos, tal vez sutilmente, de manera que la entalpía general de la interacción fue más 

favorable, sin embargo la restricción entrópica fue mayor y por lo tanto esta fue más 

desfavorable; 2) En los oligonucleótidos más cortos se forman menos interacciones 

intramoleculares entre las bases en el ADN libre, por lo tanto el costo entálpico de romper 

esas interacciones tras la unión fue menor que para los oligonucleótidos largos, lo cual se 

vio reflejado en un aumento de la entalpía de la interacción, mientras que la mayor 

movilidad adquirida por el ADN tras la unión repercutió favorablemente en la entropía. 

Esta última explicación está de alguna manera reforzada por el hecho que, para los distintos 

largos de politimidina prácticamente no se observó cambio con respecto al largo (en estos 

casos la formación de estructuras secundarias se supone menor debido a que no existe 

complementariedad de bases).  

Por último, la calorimetría de desplazamiento permitió determinar la KD de ED-10 por el 

site 35-6B, lo cual no fue posible mediante la calorimetría convencional debido a la alta 

afinidad. Si bien este valor ya había sido calculado por otra metodología (mediciones de 

fluorescencia intrínseca del Ac en el equilibrio) es importante destacar el uso de esta 

modalidad para determinar  constantes de afinidad en casos en los que no fuera posible 

determinarla mediante otra manera. Sin embargo será un requisito contar con otro ligando 
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con afinidad significativamente menor al ligando de interés, del cual se pretenda investigar 

la constante. El hecho que esta sea una medición directa de la interacción, sin perturbar 

prácticamente el sistema la hace una técnica muy útil y confiable, sobre todo para 

interacciones con no tan alta afinidad. 

En síntesis, en este capítulo se determinaron los parámetros termodinámicos de la 

interacción de ED-10 con distintos oligonucleótidos demostrando que en todos los casos  la 

reacción estuvo entálpicamente dirigida y con un cambio de entropía desfavorable. Lo cual 

parece ser una firma termodinámica de las interacciones Ac-ADNcs. La unión de ED-10 al 

ADNi presento un ∆Cp negativo al igual que las interacciones proteína-ADN específicas y 

∆Cp ≈ 0 para la interacción con el d(T)5. Finalmente, estos resultados permitieron explicar 

ciertas diferencias en la interacción de ED-10-ADNi y los otros AcMo anti-ADNcs-ADN 

no determinables a partir de los datos cristalográficos.  
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Conceptos cinéticos 

El estudio cinético de la interacción entre macromoléculas permite apreciar los eventos 

involucrados en la interacción estas durante la formación de un complejo. De esta manera, 

es posible obtener información fundamental acerca de sucesos temporales y discernir los 

distintos mecanismos involucrados en la asociación y disociación de las moléculas 

estudiadas. La posibilidad de monitorear una reacción a lo largo del tiempo posibilita  

determinar la aparición de intermediarios no detectables al equilibrio y de esta manera 

disecar el mecanismo de dicha reacción. 

La teoría del estado de transición se utiliza para analizar la cinética de interacción entre dos 

moléculas. En esta, los procesos por los cuales los reactivos colisionan son ignorados y  las 

únicas entidades físicas consideradas son los reactivos, o estado basal, y las especies mas 

inestables en la coordenada de reacción, los estados de transición. En el estado de transición 

las interacciones intermoleculares están en proceso de  formación y ruptura. Este estado 

representa la barrera energética que tienen que superar los reactantes para proceder hacia 

los productos, por lo tanto, cuanto más grande es, más lenta es la reacción y viceversa211. 

La teoría del estado de transición puede ser aplicada en interacciones proteína ADN 

permitiendo una caracterización termodinámica de las especies de alta energía212.    

Al igual que en el capítulo anterior definimos a todos aquellos oligonucleótidos que 

contienen 5’-TC como ADNi y a aquellos oligonucleótidos de politimidina como d(T)n.  Se 

utilizó un equipo de cinética rápida de flujo detenido ó stopped flow, en el cual se mezcló 

ED-10 con el ADN. Se siguió el cambio de la fluorescencia de los triptofanos de la 

proteína, asignando este cambio a la formación del complejo ED-10:ADN; ya que se 

produjó en forma dependiente de la concentración de ADN. Los experimentos cinéticos de 

unión entre ED-10 y el ADN fueron determinados en condiciones de pseudo-primer orden 

respecto a ED-10. Se determinó la constante de pseudo-primer orden (kobs) para distintas 

concentraciones de ADN y se graficaron los valores obtenidos en función de la 

concentración del mismo (ver materiales y métodos, ecuación [20]). 
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Influencia de la longitud ADNi en la velocidad de reacción 

Se comenzó primero mezclando ED-10 con un exceso de  ADNi de 6 bases (site 35-6B) por 

ser el utilizado como referencia también en calorimetría. En la Figura 33 se muestra la 

disminución de fluorescencia de la proteína en función del tiempo luego de formado el 

complejo AcMo:ADN. Como se especificó en materiales y métodos estos procesos se 

ajustan a decaimientos exponenciales por lo tanto primero se lo ajustó esta curva a un 

modelo de decaimiento mono-exponencial. El análisis de los residuales de un determinado 

ajuste permite determinar la bondad del mismo. Si el ajuste elegido para los datos no es el 

correcto, entonces se vera un desvío no al azar en la distribución de los residuales de ajuste 

a lo largo del mismo. De manera opuesta, cuando el modelo de ajuste elegido es correcto, 

se observa una distribución aleatoria de los residuales. De este  análisis, se determino la 

presencia de una única fase cinética, es decir una exponencial (Figura 33).  

De esta manera, se determinó una kobs para cada concentración de ADN utilizada y se las 

graficó en función de la concentración de ADN. La unión de  site 35-6B a ED-10 presentó 

una única fase de asociación cinética dependiente de la concentración ( 2do órden), sin 

observarse por fulorescencia una fase de rearreglo conformacional (1er órden) (Figura 34).  

Figura 33. Asociación cinética entre Fab ED-10 y site 35-6B bajo condiciones de pseudo- 
primer orden. Curva de asociación cinética típica entre 100 nM de ED-10 Fab y 4 µM de site 35-6B. 
La línea corresponde al mejor ajuste de los datos a un decaimiento exponencial. Los residuales de 
ajuste a un decaimiento mono-exponencial se muestran en el inserto.  
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El valor obtenido para esta constante, fue 3 ordenes menor al del límite de la difusión 

teórico estimado para la colisión de dos esferas dos esferas (109 s-1·M-1).213 y  se encontró 

en el límite superior de lo descripto para interacciones Ag-Ac en las cuales no existe un 

componente electrostático (106 s-1·M-1)214; 215. Esto coincidió con lo determinado por 

termodinámica en donde se sugirió que la interacción entre ED-10 y el ADN era 

principalmente hidrofóbica. Por tratarse de reacciones muy lentas, los valores de koff no 

pudieron ser extraídos del gráfico ya que el valor del error del ajuste de la ordenada al 

origen fue superior al del parámetro.  

Para estimar el valor de koff se planteó un modelo simple de dos estados, en el cual solo hay 

una fase de asociación y una fase de  disociación:  

      

! 

ED10 + ADN
i

kon

"
#
koff

[ED10 : ADN
i
]
  [29]

 

Donde se definió la constante de disociación (KD) como la relación entre koff/kon. Se calculó 

entonces, el valor de koff a partir de la KD obtenida en el equilibrio en el capitulo 1 (Tabla I). 

El valor para la koff  obtenido a partir de este cálculo indicaría, efectivamente, que la 

disociación del complejo es un proceso muy lento ( ≈ 1⋅10-3 s-1⋅M-1) (Tabla VIII).  

Figura 34. Asociación cinética entre Fab ED-10 y ADNcs de distinta longitud. Curva de pseudo-
primer orden de las constantes extraídas de la asociación de Fab ED-10 con site 35-14B (); site 35-
10B (); 35-6B (); 35-4B (); site 35-2B () 
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Tabla VIII. Parámetros cinéticos para la asociación y disociación de Fab 
ED-10 con ADNi obtenidos por cinética rápida de stopped flow 

kon akoff bKD
(Eq) 

DNA 
106 (s-1·M-1) 10-4(s-1) (nM)  

site 35-2B 9.1 ± 0.2 31 ± 1 0.35 ± 0.03 

site 35-4B 5.7 ± 0.2   7 ± 1 0.12 ± 0.01 

site 35-6B  4.8 ± 0.1 13 ± 2 0.27 ± 0.03 

site 35-10B 4.1 ± 0.1   8 ± 1 0.20 ± 0.02 

site 35-14B 2.9 ± 0.6 11 ± 3 0.40 ± 0.03 

akoff= KD·kon; b valor obtenido por medición de fluorescencia en equilibrio 

 

En el capítulo primero se demostró que la KD no se modificó en función de la longitud del 

oligonucleótido, mientras que en el capítulo segundo se demostró que los parámetros 

termodinámicos sufrían cambios en función del mismo. Por lo tanto, con el fin de 

investigar que sucedía con las constantes cinéticas en función de la longitud del 

oligonucleótido, se repitió este experimento utilizando oligonucleótidos de ADNi de ente 2 

y 14 bases (Figura 34). La unión de los distintos oligonucleótidos de ADNi a ED-10 

presentó una única fase de asociación cinética el igual que el site 35-6B. Más aún, no se 

observaron grandes diferencias entre los valores de las kon con respecto al largo de los 

oligonucleótidos ensayados (Tabla. VIII). Sin embargo, existió una leve tendencia a 

asociaciones más rápidas para los ADNs más cortos, sugiriendo que al experimentar menos 

conformaciones posibles la etapa de unión procedío con más velocidad (Figura 34, Tabla 

VIII). De la misma manera que para site 35-6B, por la lentitud de la etapa de disociación, la 

koff no pudo ser determinada del gráfico. 

Un caso particular se observó con el site 35-18B, que es más largo y por lo tanto puede 

explorar más conformaciones. La formación del complejo con ED-10 seguido por el 

decaimiento de la fluorescencia de triptofano no pudo ser ajustado a un modelo mono-

exponencial como los anteriores. Los residuales del ajuste de los datos evidenciaron que el 

proceso fue mejor descripto como un decaimiento bi-exponencial, es decir dos fases 

cinéticas (Figura 35).  
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Ambas fases resultaron ser dependientes de la concentración, indicando que en ambos 

casos se trata de procesos cinéticos de segundo orden. En este caso, los valores de las 

constantes cinéticas de segundo orden calculadas para ambos eventos de colisión fueron 

k1= 4,3 ⋅106 (M-1⋅s-1) y k2 =1.4 ⋅106 (M-1⋅s-1) (Figura 36 A). La fase más lenta representó al 

rededor del 80 % de la amplitud total (Figura 36 B). Cabe aclarar que, el valor de la kon de 

la fase más lenta coincidió con lo esperado para un oligonucleótido de esta longitud. Es 

decir, fue más lenta que la del oligonucleótido de 14 bases, en acuerdo con la tendencia 

demostrada anteriormente (Tabla VIII). Por otra parte, el valor de la kon determinada para la 

más rápida correspondió a la de un oligonucleótido más corto lo que podría indicar una 

estructura compacta. (Tabla VIII).  

 

 

Figura 35. Asociación cinética entre Fab ED-10 
y site 35-18B bajo condiciones de pseudo-
primer orden. Curva de asociación cinética típica 
entre 100 nM de Fab ED-10 y 4 µM de site 35-
18B. La línea corresponde al mejor ajuste de los 
datos a un decaimientos exponenciales. (B) 
Residuales del ajuste de los datos a una 
exponencial (panel de arriba) o dos exponenciales 
(panel de abajo).  

A 

B 
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Una explicación posible para esto fue plantear la existencia de algún tipo de estructura de 

orquilla en el oligonucleótido de 18 bases (dado que el site 35-18B posee una secuencia 

semi-palindrómica) no detectada en los de menor tamaño. Estas serían reconocidas de 

manera diferencial por ED-10. Para corroborar esto, se analizó la existencia de estructuras 

secundarias en el site 35-18B mediante UV-CD, sometiéndolo a desnaturalización térmica. 

Se decidió seguir el cambio de elipticidad a 275 nm por ser la longitud de onda que 

presentaba mayor diferencia entre los espectros en los extremos de temperatura. Este ADN 

demostró poseer algún tipo de estructura que se perdía de manera cooperativa con un Tm 

Figura 36. Asociación cinética entre ED-10 Fab 
y site 35-18. (A) Curva de pseudo-primer orden 
de las constantes extraídas de ambas fases 
dependientes de la concentración k1 () y k2 (). 
(B) Amplitudes relativas de las fases de 
asociación k1 () y k2 (). 
 

A 

B 
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aparente de 35 ˚C  (Figura 37) mientras que los oligonucleótidos más cortos no mostraron 

esa transición (no mostrado). 

Se analizó la estabilidad térmica  de ED-10 tanto en el UV-cercano como en el lejano, para 

descartar cualquier posible cambio conformacional del Fab en el rango de temperatura 

utilizado. El AcMo no presentó cambios de estructura secundaria y terciaria en el rango de 

los 10-45 ˚C de acuerdo a los espectros de UV- lejano y cercano respectivamente (Figura 

38).  

Teniendo en cuenta estos datos, se realizó el experimento de pseudo-primer orden, 

manteniendo una concentración de fija ED-10 y  site 35-18 y siguiendo los cambios de las 

fases cinéticas y sus amplitudes en función de la temperatura. A partir de estos, se 

determinó que a superando los 35˚C el decaimiento de la fluorescencia fue mejor descripto 

por  una función mono-exponencial  en lugar de una bi-exponencial. Asignando ahora toda 

la amplitud del cambio a la fase más lenta (Figura 39).  

En su conjunto, estos resultados indicaron que la presencia de dos fases de asociación 

cinética se debió a heterogeneidades en el ADN. En acuerdo también, con la presencia de 

una única fase cinética de asociación observada para los oligonucleótidos cortos. A una 

temperatura mayor al Tm, sólo estaría presente la forma desestructurada del 

Figura 37. Desnaturalización térmica del site 35-18B seguida por dicroísmo circular 
ultravioleta.  Se registro el cambio de elipticidad a 275 nM de una solución 10 µM de site 35-18B en 
TBS pH 7,0 entre 10 – 85 ˚C.  
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oligonucleótido, explicando por que se encuentra una sóla fase cinética. De manera opuesta 

por debajo de este valor coexistirian ambas conformaciones en el ADN indicando la 

presencia de dos fases de asociación de segundo órden.  

 

Por último, ante la imposibilidad de estimar el valor de koff por el método utilizado y a fines 

de estimar este valor en solución, se realizaron experimentos de cinética rápida marcándo al 

ADN con distintas sondas fluorescentes. Entre otras, se marcó el extremo 3’ con 

fluoresceína ó se reemplazó la primer base 5’de adenina  por una de aminopurina.  

 

Figura 38. Análisis por dicroísmo circular 
ultravioleta de Fab de ED-10 a distintas 
temperaturas.  Se registró el espectro de una 
solución 5 µM Fab  ED-10 a distintas 
temperaturas. 10˚C (Línea negra continua); 15˚C 
(Línea negra discontinua); 20˚C (Línea azul 
continua); 25˚C (Línea azul discontinua); 30˚C 
(Línea verde continua); 35˚C (Línea verde 
discontinua); 40˚C (Línea roja continua); 45˚C 
(Línea roja discontinua). (A) espectro de UV-
lejano; (B) espectro de UV-cercano. 

A 

B 
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De manera de obtener una sonda fluorescente, distinta a los triptofanos, que  permitiera 

observar la entrada y la salida del sitio de combinación. En ninguno de los casos se observó 

un cambio de fluorescencia luego de la unión de los reactantes o de la disociación del 

complejo,  imposibilitando el uso de estas metodologías para determinar las constantes 

cinéticas de esta disociación. Por lo tanto se planteó la necesidad de encontrar otro método 

alternatívo que permitiera medirlas (ver más abajo).  

 

 

 

Figura 39. Dependencia de las constantes 
observadas y las amplitudes con la 
temperatura. (A) Constantes observadas k1 () y 
k2 (). (B) Amplitudes de las fases de asociación 
k1 () y k2 ().  
 

A 

B 
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Influencia de la longitud del d(T)n en la velocidad de reacción 

Se estudió luego cinética de la unión de d(T)n a ED-10. Al igual que para el ADNi se siguió 

la interacción entre ambas moléculas por el decaimiento de la fluorescencia de triptofano de 

la proteína. Se utilizó la misma aproximación de pseudo-primer orden y se ajustaron los 

datos a decaimientos exponenciales para determinar las kobs. Estas se graficaron en función 

de la concentración de ADN (Figura 40, ecuación [20]) y a partir de este gráfico se 

determinaron los parámetros cinéticos (kon y koff ) de la misma manera que para el ADNi 

(Tabla IX).  

 

Tabla IX. Parámetros cinéticos para la asociación y disociación de Fab ED-10 con d(T)n 
obtenidos por cinética rápida de stopped flow 

kon koff aKD 
(Cin) bKD

(Eq) 
DNA 

106 (s-1·M-1) (s-1) (nM) (nM)  

dT5 2.9 ± 0.1 0.4 ± 0.1 125 49 ± 5 

dT15 2.4 ± 0.1 0.3 ± 0.1 106 45 ± 6 

aKD = koff/ kon; b valor obtenido por medición de fluorescencia en equilibrio; c no determinado 

 

Figura 40. Asociación cinética entre Fab ED-10 y ADNcs. Curva de pseudo-primer orden de las 
constantes extraídas de la asociación de ED-10 Fab con d(T)5 (); d(T)15 (). 
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En este caso, ambos parámetros cinéticos fueron obtenidos del gráfico, ya que el valor de la 

koff Pudo precisarse a partir de la intersección de la recta de ajuste con el eje Y . Para el 

d(T)n no se observaron diferencias significativas para las kon y koff con respecto a la longitud 

del oligonucleótido. Más aún, el valor obtenido para la kon fue similar al valor obtenido para 

para el ADNi. Sin embargo, a diferencia del ADNi no se observó esa diferencia con el largo 

del ADN e incluso el valor concuerda con el más lento medido para las interacciones 

específicas. Dado que para d(T)n se determinó una única constante de asociación  y una 

única constante de disociación  se utilizó el mismo modelo que para el ADNi se determinó 

esta vez la KD a partir de los valores cinéticos, se comparó este valor con el obtenido por 

mediciones de fluorescencia en el equilibrio para d(T)n observándose un excelente acuerdo 

entre ambos valores (Tabla IX). Estos resultados indican que se trata claramente de una 

reacción dos estados. 

 

Determinación de los parámetros cinéticos de la interacción entre 

ED-10 y el ADN (parte II)  

La lentitud de la disociación del complejo ED-10:ADNi imposibilitó extrapolar su valor en 

los gráficos de kobs en función de la concentración de ADN. Asimismo, la  dificultad de 

encontrar una etiqueta fluorescente en el ADN que reporte la interacción desecho toda 

posibilidad de utilizarlas para medir la disociación del complejo. El biosensor óptico de 

resonancia de espejos es un equipo ampliamente utilizado para la determinación de las 

constantes cinéticas de interacciones entre macromoléculas. Por lo tanto se planteó el uso 

de esta técnica para medir la cinética de la interacción entre ED-10 y el ADN. En este 

equipo, es posible medir los valores experimentales de las constantes cinéticas, valiéndose 

del cambio en índice de refracción de una superficie donde se ha fijado uno de los ligados. 

El extremo 3’ de oligonucleótidos de ADNi y d(T)n se modificó con biotina y se los adhirió 

a la superficie de las cubetas. Luego se procedió ha medir la asociación y disociación de 

ED-10 con sendos ADNs inmovilizados. Para determinar la constante de asociación 

cinética se realizaron mediciones variando las concentraciones de ED-10 utilizadas para la 

unión. Las curva se ajustaron a un proceso de asociación monofásica (ver materiales y 

métodos) obteniéndose un valor de kobs para cada una de ellas Finalmente se  graficaron 



Capítulo III 

112 

estos valores en función de la concentración de ED-10 y la de pendiente de ese gráfico se 

obtuvo el valor de la kon. En la figura 41 se muestra, a modo de ejemplo, los gráficos del 

ajuste de los datos y la determinación de la constante cinética de asociación del Fab ED-10 

con d(T)15-biot. 

 

Para determinar la koff se formó el complejo como se mencionó anteriormente,  una vez 

alcanzado el equilibrio se cambió la solución que contenía ED-10 por una solución de 

buffer de unión de manera de desplazar el Fab unido. Se siguió el cambio de respuesta en 

función del tiempo. Este cambio en la señal del equipo se ajusto a un decaimiento 

exponencial. En este caso nuevamente el mejor ajuste se logró con un modelo de una sola 

fase. Finalmente, mediante esta técnica fue posible determinar koff tanto para los 

Figura 41. Determinación de la  constante 
cinética de asociación por biosensor.  Análisis 
de los datos cinéticos obtenidos en el biosensor 
óptico IAsys plus.  La obtención del valor de k1 del 
d(T)15-biot inmovilizado con concentraciones 
crecientes de Fab ED-10 en solución se muestra 
como ejemplo.  Los datos se analizaron con el 
con software Profit.  (A) Ajuste de datos a un 
modelo de asociación monofásica.  (B) 
Determinación de la constante cinética de 
asociación.  El valor de kon es la pendiente del 
gráfico kobs vs [ADN]. 

A 

B 
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oligonucleótidos de ADNi como los de d(T)n. En la Figura 42 se muestra como ejemplo un 

ajuste mono exponencial de los datos del biosensor para la disociación de ED-10 del  site 

35-10Bbiot. Los valores de las constantes cinéticas para ED-10 con los distintos ligandos 

determinadas utilizando el biosensor se muestran en la Tabla X. 

Tabla X. Parámetros cinéticos para la asociación y disociación de Fab ED-10 con site 35-
10Bbiot y d(T)n-biot obtenidos por Biosensor óptico 

kon koff aKD 
(Cin) bKD

(Eq) 
ADN 

105 (s-1·M-1) 10-4(s-1) (nM) (nM)  

site 35-10Bbiot 1.4 ± 0.8 3.9 ± 0.2 2.8 0.2  ±  0.02 

dT5biot 1.5 ± 0.3 155 ± 30 116 49   ±       5 

dT15biot 1.4 ± 0.1 171 ± 50 116 49   ±       5 

aKD = koff/ kon; b valor obtenido por medición de fluorescencia en equilibrio; c no determinado 

 

En general, los datos mostraron una buena correlación con los previamente obtenidos en los 

experimentos de stopped flow. Sin embargo las kon obtenidas  tanto para el ADNi como 

para el d(T)n fueron de aproximadamente 1 orden menor. En cuanto a la koff obtenida por el 

biosensor para el ADNi, esta mostró un excelente acuerdo con la estimada a partir de los 

datos de cinética rápida (Tabla VIII, Tabla X); mientras que las koff determinadas para d(T)n 

Figura 42. Determinación de la  constante cinética de disociación por biosensor.  Análisis de los 
datos cinéticos obtenidos en el biosensor óptico IAsys plus.  La obtención del valor de koff del site 35-
10Bbiot inmovilizado desplazando el Fab ED-10  con una solución de TBS pH 7,0 se muestra como 
ejemplo.  Los datos se analizaron con el con software Profit.   
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fueron aproximadamente un orden más lentas que las obtenidas por el método anterior 

(Tabla IX, Tabla X). Estas discrepancias pudieron  deberse a artefactos en las mediciones 

realizadas en el biosensor debido al uso de una fase sólida y a que la koff determinada a 

partir del gráfico de pseudo-primer orden es un valor que difícil de estimar.  

Más allá de este inconveniente y de los valores absolutos, se determinó mediante esta 

técnica que las constantes de asociación  para el ADNi y el d(T)n no presentaron diferencias 

significativas. Por el contrario, la constante de disociación para el ADNi fue 

aproximadamente 40 veces más lenta explicando de esta manera las diferencias de afinidad 

entre uno y otro ADN. Se calculó la KD  a partir de los datos cinéticos utilizando el mismo 

modelo que se menciona arriba y se obtuvo un valor de KD =2,8 y KD =116 nM para el 

ADNi y d(T)n respectivamente. Miéntras que, los valores obtenidos por mediciones al 

equilibrio seguido por fluorescencia fueron de KD = 0,2 ± 0,02 y KD =49 ± 5 nM para el 

ADNi y d(T)n, lo que constituye una muy buena concordancia considerando la gran 

diferencia de técnicas. 

 

Efecto de la temperatura sobre los eventos de asociación y 

disociación de ADNi: caracterización del Estado de transición 

La dependencia de los eventos cinéticos con la temperatura es una herramienta fundamental 

para obtener información acerca de los intermediarios y de las barreras energéticas (los 

estados de transición) que los separan211. Se utilizó el Biosensor óptico para evaluar el 

efecto de la temperatura sobre el evento de disociación de Fab ED-10 con ADNi. Como en 

los experimentos anteriores se fijó el oligonucleótido site 35-10Bbiot y esta vez se varió la 

temperatura del equipo entre  15 y 35 ˚C (288 y 308 K). La dependencia de la koff  en 

función de la temperatura se analizó utilizando el gráfico de Eyring (Figura 43). Como era 

esperado, el cambio entálpico de activación (∆H‡) fue desfavorable (Tabla XI). El gráfico 

mostró una dependencia lineal con respecto a la temperatura indicando la ausencia de 

∆Cp‡. Como se mencionó anteriormente, la presencia de ∆Cp estaría dado principalmente 

por el cambio del área accesible por el solvente191; 216. Por lo tanto, la linealidad en el 

gráfico de Eyring sugirió que no hay cambios en la exposición al solvente entre el complejo 

ED-10:site 35-6B y el estado de transición en el sentido de la disociación. No obstante, en 
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las mediciones de ITC de la formación del complejo Fab ED-10:site 35-6B se determinó  

un ∆Cp negativo. Por lo tanto es posible que la componente de ∆Cp‡ se evidencie en la 

reacción reversa, es decir el la formación del complejo. 

 

Con el objetivo de medir el efecto de la temperatura en la reacción de asociación, se 

realizaron experimentos de unión en condiciones de pseudo-primer orden respecto a ED-10 

utilizando el equipo de stopped flow. Al igual que antes se siguió el cambio de la 

fluorescencia intrínseca de triptofanos de ED-10 y se utilizó, en este caso, el site 35-6B. 

Esta vez, se midió el valor kobs a una concentración fija de ligandos en función de la 

temperatura (el rango utilizado fue 10-45˚C; no mostrado). Utilizando el ajuste de los datos  

obtenidos en la Figura 43 se extrapolaron los valores de las koff para las temperaturas 

medidas para kobs en el stopped flow. Luego, mediante  la ecuación [20], se determinó el 

valor de la kon para cada temperatura y se construyó el gráfico de Eyring esta vez para kon 

(Figura 44). En este caso el ∆H‡ de los reactantes al estado de transición fue  pequeño 

comparado con el de la reacción global en el equilibrio (tablaXI). En esta reacción se 

observó una curvatura en el gráfico de Eyring indicando la presencia de un ∆Cp‡ negativo 

entre los reactantes libres y el estado de transición. El valor determinado para el ∆Cp‡ en 

esta dirección coincidió con el determinado para la reacción global por ITC (Tablas VI y 

Figura 43. Efecto de la temperatura sobre la disociación Fab ED-10:site 35-10Bbiot. Gráfico de 
Eyring de las koff observadas para las disociaciones del complejo Fab ED-10:site 35-10biot obtenidas 
por biosensor óptico. Las constantes fueron medidas como en la Figura 42.  
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XI). Por lo tanto, esto sugeriría que el acultamiento de área accesible al solvente de la 

reacción global ocurre en esta etapa. 

  
Tabla XI. Parámetros termodinámicos para las energías de activación 
extraídas de la dependencia de la temperatura de las constantes cinéticas 

Parámetro  kon koff   

∆H‡a          (kcal·mol-1) 7.7 ± 0.1 17.2 ± 0.8 

∆Cp‡      (kcal·mol-1·K-1) -0.17 ± 0.02  -  
a 298 K 

 

Figura 44. Efecto de la temperatura sobre la asociación de Fab ED-10 y site 35-6B. Gráfico de 
Eyring de las constantes de asociación observadas. Las kon  para cada temperatura fueron 
determinadas mediante la ecuación [22]. Utilizando  el  valor de kobs determinado a una concentración 
de  2 µM site 35-6B, y el de koff extrapolado del ajuste del gráfico de la Figura 42 para cada 
temperatura. La línea continua muestra el ajuste a la ecuación de Eyring teniendo en cuenta un ∆Cp ≠ 
0; la línea punteada muestra el ajuste, lineal que considera ∆Cp=0. En el inserto se muestran los 
residuales del ambos ajustes, () ajuste no lineal; () ajuste lineal.    
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Discusión III 

Mediante el uso del stopped flow, se logró determinar las constantes cinéticas de asociación 

para el ADNi de distintas longitudes. El valor promedio obtenido para la asociación de ED-

10 con el ADNi fue de kon = 106 M-1⋅s-1. Si bien este valor se encontró en límite de lo 

descripto para interacciones Ac-Ag,214; 215 es tres ordenes menor que la velocidad de 

asociación descripta por Smoluchowski para reacciones limitadas por la difusión (109 M-1⋅s-

1)213. Recientemente, van Holde redefinió el límite difusional para reacciones entre 

proteínas y sustratos pequeños (108 M-1⋅s-1)217, donde se tiene en cuenta que, sólo el 

contacto del ligando con una pequeña fracción de la superficie de la proteína lleva a la 

unión. Este nuevo límite sigue siendo dos órdenes mayor que la constante de asociación 

entre Fab ED-10 y el ADN. Por lo tanto, el cambio conformacional observado en Fab ED-

10 luego de la unión del ADN podría ser causa de la presencia de una kon menor a la 

esperada por difusión. Para el AcMo ED-15, que reconoce al factor de trascripción E2c218, 

se determinó una kon = 104 M-1⋅s-1. Este valor más lento que el difusional, fue asignado a 

rearreglos en ambas macromoléculas como consecuencia de la interacción, presentando una 

barrera de energía que lentificó la interacción218. En ED-10, este cambio conformacional 

sería menor, no presentado una barrera energética tal grande para la unión con el ADN. 

Para diversas interacciones proteína-ADN se ha demostrado que el valor de la constante de 

asociación cinética puede ser mayor al límite descripto por la difusión,212 en estos sistemas 

las asociaciones más rápidas son el resultado de fuerzas coulombicas atractivas que operan 

favoreciendo la formación de complejos productivos.219; 220; 221 Un caso relevante de este 

tipo de direccionamiento se observó para el AcMo anti-ADN 11F8, para el que se demostró 

una kon = 108 M-1⋅s-1 para la interacción con el ADN.222 Esta asociación rápida se atribuyó a 

una direccionamiento electrostático, ya que los CDR de este AcMo, poseen una alta 

densidad de residuos cargados positivamente (arginina y lisina) que atraerían los fosfatos 

negativos del ADNsc. Es de esperar entonces que en ED-10 donde se demostró la ausencia 

de un componente electrostático en la interacción (capítulo 1) se observe una kon menor a 

esta.  

 



Capítulo III 

118 

Existió una pequeña disminución en la constante de asociación en función de la longitud 

del ADNi (Tabla VIII). Esta variación pudo deberse a que los oligonucleótidos más cortos 

tienen mayor posibilidad de producir choques efectivos con ED-10, ya que exploran una 

menor cantidad de conformaciones (estructuras) posibles, presentando por lo tanto una kon 

sutilmente más rápida. 

Para el d(T)n se determinó una kon en el mismo orden a la obtenida para el ADNi. En este 

caso el longitud del ADN no pareció afectar este valor (Tabla IX). Por lo tanto, la 

diferencia de afinidad de ED-10 observada para el ADNi y d(T)n, no fue debido a la mayor 

velocidad de formación del complejo específico, sino que ambos complejos se asocian con 

la misma velocidad. Sugiriendo que la diferencia en la afinidad debió generarse a partir de 

diferencias en las koff. Por este método, sólo fue posible determinar experimentalmente este 

valor para el d(T)n. Si embargo, la koff para el ADNi pudo ser estimada a partir del valor de 

kon y la  KD detrminada al por fluorescencia en el equilibrio. De este análisis surgió que la 

koff para el ADNi fue 2 ordenes de magnitud más lenta que la de d(T)n (Tabla VIII, IX). 

Indicando que el complejo se forma con la misma velocidad, sin embargo la disociación del 

complejo con el ADN inespecífico d(T)n tiene una barrera energética menor que el 

complejo formado con el ADN inmunógeno, por lo que se disocia más rápido y es 

consecuentemente menos estable.  

El biosensor óptico permitió determinar experimentalmente las constantes de asociación y 

disociación cinéticas para ADNi y d(T)n. A pesar que los valores determinados por esta 

última difirieron de los obtenidos por stopped flow, las conclusiones fueron las mismas 

(Tabla VIII-X1). Las kon para ADNi y d(T)n no presentaron diferencias significativas, 

mientras que hubo 2 ordenes de diferencia entre las koff  (Tabla X). Indicando, nuevamente, 

que la diferencia de afinidad entre el ADNi y el d(T)n surgió a partir da la formación de un 

complejo que se mantiene unido por más tiempo. Estas diferencias entre los valores 

obtenidos en ambos métodos pudieron deberse a que, en uno las mediciones fueron 

realizadas totalmente en solución, mientras que en el otro un de los reactantes (el ADN es 

este caso) se encontró fijado a una superficie sólida. Esto podría dar cuenta de una 

asociación más lenta debido a un restricción impuesta en cuanto a la difusión libre en 

solución. Estas discrepancias entre las constantes cinéticas calculadas por stopped flow y el 
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Biosensor fueron descriptas para la interacción de la Colicina N con la proteína de E.coli 

TolA.223 

El hecho que la afinidad de ED-10 por su ADN inmunógeno sea mayor que los otros 

anticuerpos anti-ADN surgiría debido a la maduración del sitio de combinación de ED-10 

con este ligando. Podríamos suponer entonces a la interacción con el d(T)n como una 

interacción anfígeno-Ac “menos madura”. La visión canónica, surgida del estudio de 

haptenos con Acs, acepta que aquellos aislados en la primera semana post inmunización 

poseen baja afinidad, KD entre 10 - 1 µM (similar a la de ED-10 por el d(T)n) mientras que 

a los aislados luego de un tiempo de exposición al ligando la KD disminuye entre 1-10 nM 

(similar a la de ED-10 por el ADNi).224 Este experimento fue repetido para distintos 

sistemas de haptenos225; 226 y luego reconfirmado utilizando la tecnología de hibridomas227 . 

Los primeros estudios cinéticos  disecando los mecanismos de esta variación indicaron que 

esta se basaba en un aumento de la constante cinética de la asociación entre el hapteno y el 

Ac.228 Sin embargo, en trabajos posteriores en otros sistemas, como por ejemplo con el 

AcMo anti-citocromo c229, se demostró que la reducción de la constante de disociación 

cinética podía ser responsable del aumento de afinidad durante la maduración. Podríamos 

suponer entonces en este caso, la interacción de ED-10 con el d(T)n como una interacción 

Ac-ADN no madura. Si bien la conformación del sitio de combinación de ED-10, es apta 

para reconocer el ADN, en el caso del d(T)n no existió maduración antigénica, por lo tanto 

la afinidad fue baja (KD ≈ 0,1 µM). Por el contrario, en la interacción de ED-10 con el 

ADNi donde existió maduración,  la afinidad es mayor (KD ≈ 0,1 nM) esto fue debido a una 

disociación más lenta (Tabla VIII-X). Sería interesante para comprobar esta hipótesis, 

determinar tanto la afinidad como los parámetros cinéticos de la interacción de la línea 

germinal de ED-10 para d(T)n y para el ADNi. En este caso, la interacción con ambos 

oligonucleótidos debería presentar una KD ≈ 0,1 µM y formar un complejo que presente 

parámetros cinéticos similares a los de complejo ED-10:d(T)n. 

A partir del estudio de las constantes cinéticas en función de la temperatura se caracterizó 

el estado de transición de la interacción de ED-10 con el ADN. Por un lado se observó que 

el ∆Cp‡ de la reacción de asociación coincidió con el ∆Cp global de la interacción, mientras 

que la reacción de disociación no presento ∆Cp‡. Por lo tanto podemos inferir que, en 
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cuanto a superficie expuesta al solvente el estado de transición se parece al complejo, es 

decir todo el ocultamiento de área determinado para la reacción global ocurre en el estado 

de transición de asociación. Por otro lado, la formación del estado de transición de 

asociación esta acompañada por un cambio entálpico pequeño (∆H‡
as = 7,7 ± 0,1 kcal·mol-

1) comparado al global de la reacción para site 35-6B (∆Heq = 26,0 ± 0,3 kcal·mol-1). No 

obstante el cambio entálpico en la dirección de disociación  (∆H‡
dis = 17 ± 0,8 kcal·mol-1) 

es menor al esperado si la única fuente de contribución al ∆H fueran los enlaces con el 

ligando, es decir el evento de unión. Si se calcula el ∆H global a partir de los ∆H‡ se 

observa una clara discrepancia con el valor obtenido por ITC.  
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Existen distintas fuentes para esta discrepancia en el cambio entálpico. En principio, podría 

asignarse al cambio conformacional observado por cristalografía entre el Fab libre y el 

unido al ADN. Este cambio en la posición de los distintos residuos de los CRDs 

principalmente en el CDR H3 y CDR L1 involucran la formación y deformación de enlaces 

que producirían un cambio entálpico considerable. Por lo tanto se puede definir al cambio 

total como la suma del generado por la unión y el generado por el cambio conformacional. 
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Debido al gran número de residuos que se movilizan es esperable que el valor de entalpía 

conformacional sea considerable, ya que éste traerá aparejado la ruptura y formación de 

nuevos enlaces. Esto sumado a la ausencia de ∆Cp‡ detectable en la reacción de disociación 

indicaría que estos cambios de enlaces son internos del Fab y no involucrarían cambio en la 

exposición al solvente. 

Otra fuente de discrepancia posible radica en que la dependencia de constante de 

disociación cinética para el complejo se midió con uno de los ligandos fijos a una superficie 

en lugar de en solución. Si bien es difícil que esto modifique la dependencia de la koff con 

respecto a la temperatura en cuanto a la forma (léase aparición de curvatura en el gráfico de 

Eyring). Puede perfectamente alterar componentes de la entalpía como el vibracional o el 

translacional que en suma terminen afectando el balance de los componentes o el valor 

total. 
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Conceptos generales  

En 1992 Shuster y colaboradores  describieron la presencia de una actividad nucleasa de 

ADN (DNAsa) en sueros de pacientes con LES. En este mismo trabajo se describió que esa 

actividad era realizada por una Ig G139. Luego, Gololovov y colaboradores141 describieron 

que BV04-01100, un AcMo anti-ADN simple cadena era capaz de  hidrolizar tanto ADN 

simple como doble cadena.  Un trabajo reciente describió que el AcMo anti-ADN 3D8 

también poseía actividad DNAsa 176.  

Durante el análisis de los  datos cristalográficos del sitio de combinación del complejo ED-

10:ADN,  se observó que el residuo de histidina (L27d) se encontraba formando un puente 

de hidrógeno con el enlace fosfato entre las dos bases del ADN y que otro residuo de 

histidina (L93) también se orientado hacia el ADN (Figura 45). Además curiosamente esta 

última histidina  aparecía conservada en la misma posición en otras de las estructuras de 

AcMos anti-ADN con actividad DNAsa resueltas. Por otra parte, se observó que el pH no 

afectó la afinidad de ED-10 por el ADN en el rango del pka de dichas histidinas (Capítulo 

1), por lo que su conservación podía estara asociada a una función química. 

Figura 45. Vista del sitio de combinación de ED-10.  Las regiones CDR, sus cadenas laterales y el 
ADN están coloreados de la misma manera que en la Figura 20. Se muestran las cadenas laterales de 
las histidinas L27d y L93, la tirosina L32, H33 y H97, y la de los triptofanos H50 y H95 en 
representación de bastones, al igual que el ADN (coloreado como en la figura 20). 
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Existen numerosos ejemplos que muestran a los residuos de histidina reactivos en 

funciones químicas que están fuertemente involucrados en la hidrólisis catalítica de enlaces 

fosfodiéster en las nucleasas230. En base a toda esta información se decidió investigar la 

presencia de una actividad hidrolítica  de ADN en el AcMo ED-10. 

 

Degradación de ADN plasmídico por Fab ED-10 

La actividad DNAsa ocurre por mecanismos diversos, de acuerdo a la enzima que realiza 

esta actividad. Si embargo, es aceptado que cualquiera sea el mecanismo, este requiere la 

presencia de cationes divalentes para ser efectiva, además de un nucleófilo. Los trabajos 

realizados hasta el momento reportaron que la presencia de 2 mM Mg2+ era necesaria para 

la hidrólisis de ADN por los Acs anti-ADN141; 176. Por lo tanto, se comenzó a analizar el 

efecto de este ión en la reacción.  Teniendo en cuenta el valor teórico tabulado para el  pKa 

del residuo de  histidina de 6,0 unidades de pH se trabajó a pH=5,0  suponiendo que dichas 

histidinas, a menos que posean un pKa anómalo, se encontrarían en la forma protonada. Por 

el contrario, a pH=7,0 las mismas se encontrarían desprotonadas.  

Lo primero que se estudió fue la degradación de ADN circular utilizando como sustrato un 

plásmido. El vector utilizado fue el pGEX-2T (promega) de un tamaño de 7200 pares de 

bases (pb). Este fue incubado  con distintas cantidades de Fab ED-10 purificado en 

presencia de 2 mM MgCl2 tanto a pH=5,0 como a pH=7,0 a 37˚C durante una hora. Luego 

de transcurrido el tiempo de reacción, ésta se interrumpió por el agregado de tripsina, de 

manera de degradar el Ac según lo reportado en trabajos anteriores176. El ADN producto de 

la reacción se separó mediante  un gel de agarosa y se visualizaron las bandas plasmídicas 

por tinción con Bromuro de Etídio (Figura 46). 

La degradación del ADN plasmídico (ADNp) se determinó primero por la desaparición de 

la banda superenrollada del plásmido (Figura 46), y luego por la desaparición total del 

ADN. La degradación de ADNp resultó ser dependiente de la concentración de Fab ED-10 

tanto a pH=5,0 como a pH=7,0 (Figura 46, calles 3-7); apuntando a que era producto del 

agregado del Fab. Así mismo, el pH jugó un papel fundamental en la actividad DNAsa de 

ED-10, ya que 1 µM de Fab fue suficiente para hidrolizar todo el ADNp presente en la 
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mezcla de reacción a pH=7,0 mientras que a pH=5,0 la hidrólisis no fue completa. 

Indicando que la misma en presencia de Mg2+ es más eficiente a pH=7,0 que a pH=5,0. 

La catálisis mediada por estos Acs fue lenta, por lo tanto fue necesario descartar la 

presencia de DNAsas provenientes del liquido ascítico original; aunque esto se creyó poco 

probable debido a la cantidad y diversidad de pasos de purificación utilizados para obtener 

el Fab ED-10 (ver materiales y métodos).  De todas maneras para descartar totalmente esta 

posibilidad, se realizó el mismo ensayo utilizando como control los Fab de dos AcMos 

distintos. Estos Acs al igual que ED-10,  fueron purificados a partir del liquido ascítico de 

ratones de la misma cepa. El ensayo demostró que ninguna de  las dos IgG presentó 

actividad hidrolítica de ADN (no mostrado) confirmando que la degradación del ADN 

observada en presencia de Fab ED-10 es debido a una actividad de este AcMo y no es 

causa de una DNAsa contaminante arrastrada durante el proceso de  purificación. 

El paso siguiente fue determinar si el Mg2+ era imprescindible para la hidrólisis de ANDp. 

En un ensayo como en el mencionado anteriormente se incubó esta vez el ADNp con y sin 

Mg2+ en en aquellas reacciones en las cuales no se colocó Mg2+ además se adicionó 1 mM 

EDTA. De manera de retirar de la mezcla de reacción cualquier traza de Mg2+ u otro catión 

divalente (Figura 47). 

Figura 46. Actividad nucleasa de ADNp de Fab ED-10. El plásmido superenrollado pGEX2T  (100 
ng) fue incubado con distintas concentraciones de  Fab ED-10 (5-0.5 µM) por 1 hora a 37˚C. La 
reacción transcurrió a pH 7,0 (panel izquierdo) o a pH 5,0 (panel derecho). Calles: 1, marcador de 
peso molecular;  2 sin Fab ED-10; 3-7, concentraciones decrecientes de Fab ED-10. Las muestras 
fueron cargadas y separadas por electroforésis en gel de agarosa. El ADN se tiño con BrEt y se 
visualizó mediante iluminación con luz UV. 
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Se observó también que a pH=5,0 el Fab ED-10 fue capaz de hidrolizar el ADNp en 

ausencia de Mg2+ (Figura 47, calles 3-4),  mientras que a pH=7,0 el agregado de este catión 

fue imprescindible para la hidrólisis (Figura 45, calles 6-7). Por lo tanto, podemos concluir 

de estas dos figuras que el Fab ED-10 es capaz de degradar ADNp tanto a pH=5,0 como a 

pH=7,0 siendo determinante en este último caso, la presencia de Mg2+ es para la catálisis. 

 

Degradación de ADN lineal por Fab ED-10  

Una vez determinada la actividad nucleasa de Fab ED-10 se decidió luego, estudiar la 

capacidad para degradar ADN lineal (ADNl). De ser esto posible nos permitiría obtener un 

método más cuantificable de la hidrólisis, ya que se observaría la desaparición de una sola 

banda en el gel, en lugar de las distintas bandas plasmídicas. Para esto se utilizó un 

fragmento de  ADNl de 1200 pb obtenido a partir de una reacción en cadena de polimerasa 

(PCR) utilizando como molde un plásmido que contenía el gen que codifica para la proteína 

mayor de la cápside  del HPV-16, L1. Este procedimiento permitió obtener grandes 

cantidades de ADNl de composición conocida.  En un ensayo similar a los anteriores se 

Figura 47. Dependencia de Mg2+ de la actividad nucleasa de ADNp de Fab ED-10. El plásmido 
superenrollado pGEX2T  (100 ng) fue incubado con Fab ED-10 (1 µM) por 1 hora a 37˚C. La reacción 
transcurrió a pH 7,0 (calle 5, 6, 7) o a pH 5,0 (2, 3, 4). Calles: 1, marcador de peso molecular;  2 y 5 
sin Fab ED-10; 3 y 6, con de Fab ED-10 sin Mg2+; 4 y 7 con Fab ED-10 y Mg2+. Las muestras fueron 
cargadas y separadas por electroforésis en gel de agarosa. El ADN se tiño con BrEt y se visualizó 
mediante iluminación con luz UV. 



Capítulo IV 

127 

determinó la capacidad de Fab ED-10 de degradar ADNl. Para esto se incubaron distintas 

cantidades de ADNl (50-200 ng) con 1 µM de Fab ED-10 en presencia de 2 mM MgCl2 

durante 1 hora a 37 ˚C. Nuevamente el ADN fue separado por electroforésis en un gel de 

agarosa (Figura 48). 

Figura 48. Actividad nucleasa de ADNl de Fab ED-10. (A) Distintas concentraciones del fragmento 
de PCR  (50-200 ng) fueron incubados con Fab ED-10 (1 µM) por 1 hora a 37˚C. La reacción 
transcurrió a pH 7,0 (calles 2-7) o a pH 5,0 (8-13). Calles: 1, marcador de peso molecular;  2, 3, 8 y 9, 
50 ng; 4, 5, 10 y 11, 100 ng; 6, 7, 12, 13, 200 ng. Las muestras fueron cargadas y separadas por 
electroforésis en gel de agarosa. El ADN se tiño con BrEt y se visualizó mediante iluminación con luz 
UV. (B) Las imágenes fueron digitalizadas y las bandas correspondientes al ADN fueron cuantificadas 
con el programa ImageJ. Se muestra el resultado de tres experimentos independientes. 

A 

B 
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El gel muestra que Fab ED-10 fue capaz de hidrolizar  casi completamente 50 ng de ADN 

lineal en una hora de ensayo tanto a pH = 5,0 como a pH = 7,0 en presencia de 2 mM Mg2+ 

(Figura 48 A, calles 2-3; 8-9 y B).  Se decidió entonces utilizar esta misma cantidad de 

ADNl para determinar la dependencia del catión Mg2+ para la degradación de ADNl a los 

pH utilizados en los ensayos anteriores. Se pudo ver entonces que, al igual que en el caso 

de ADNp, Fab ED-10 fue capaz de degradar ADNl en forma independiente de Mg2+ a 

pH=5,0 mientras que a pH=7,0 , al igual que para el ADNp, lo hace en forma dependiente 

de la concentración (Figura 49).  

Figura 49. Dependencia de Mg2+ de la actividad nucleasa de ADNl de Fab ED-10. (A) El fragmento de 
PCR (50 ng) fue incubado con Fab ED-10 (1 µM) por 1 hora a 37˚C. La reacción transcurrió a pH 7,0 
(panel de la derecha) o a pH 5,0 (panel de la izquierda). Calles: 1, marcador de peso molecular;  2, sin Fab 
ED-10Mg2+; Calle 3 sin Mg2+; Calle 4-6, concentraciones crecientes de  Mg2+. Las muestras fueron 
cargadas y separadas por electroforésis en gel de agarosa. El ADN se tiño con BrEt y se visualizó 
mediante iluminación con luz UV. (B) Las imágenes fueron digitalizadas y las bandas correspondientes al 
ADN fueron cuantificadas. Se muestra el resultado de tres experimentos independientes. 

A 

B 
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De esta manera  se demostró que Fab ED-10 puede degradar ADNl tanto a pH=5,0 como 

pH=7,0 siendo esta actividad en el primer caso independiente de Mg2+ .  
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Discusión IV 

Hasta aquí el AcMo ED-10 ha sido extensivamente caracterizado, incluyendo 

determinación de la estructura tridimensional del fragmento Fab por resolución de rayos-X, 

así como la caracterización termodinámica y cinética de la interacción con el ADN. La 

conformación del ADN en el sitio de combinación, determinada en el cristal del complejo, 

mostró que este adoptó una conformación específica. Fue esta conformación, sumada al 

tipo de residuos presentes y su conservación, la que indicó la posibilidad de encontrar 

actividad nucleasa de ADN en ED-10. En particular, un residuo de histidina conservado en 

el sitio de combinación indicaba ó bien la modulación de la unión por pH o una posible 

actividad nucleasa. 

Se demostró que el Fab ED-10 fue capaz de hidrolizar ADNdc tanto en forma circular 

como lineal al igual que otros Acs anti-ADN previamente descriptos141; 176. A pH=7,0 como 

para otras DNAsas y Abzimas la degradación fue completamente dependiente de Mg2+  141 
139; 231; 232. Sin embargo a pH=5,0 la degradación de ADN procedió tanto en presencia como 

en ausencia de Mg2+, aunque en forma menos eficiente. La hidrólisis de ADN en ausencia 

de cationes divalentes había sido ya descripta para otra  IgG (proveniente de leche de 

humanos)233. Si embargo, esta actividad fue encontrada a pH=7,0 indicando distintos 

requerimientos para la catálisis. Distintos trabajos realizados en cuanto al  análisis 

estructural y mutacional de diversas DNAsas demostraron que, el corte de ADN ocurre por 

un mecanismo catalítico acido-base para la ruptura  del enlace fosfodiéster.  Donde dos 

residuos de histidina juegan un papel importante, uno como dador de protones a moléculas 

de agua que actúan como nucleófilos atacando la unión fosfato con la ayuda de iones 

metálicos bivalentes y la otra como aceptor de protones del anión oxígeno234; 235 . En ED-

10, el pKa de las histidinas 27d y 93 de la cadena liviana del AcMo (L27D y L93 según la 

denominación cristalográfica, utilizada en el capítulo I) podría suponerse al rededor de 6,0 

ya que ambas se encuentran en un entorno polar, accesibles al solvente. A pH 5,0  dichas 

histidinas estarían cargadas positivamente, permitiendo  la hidrólisis del enlace fosfodiéster 

en la ausencia de un metal divalente, aunque menos eficientemente. 

Como se mencionó anteriormente el AcMo de BV04-01 posee actividad DNAsa, para este 

Fab se construyó por simulación un modelo en el cual la histidina L27d junto con la 
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tirosina L32 y el fosfato 3’ del d(T)3 estaban alineados de manera de coordinar Mg 2+. Más 

aún la mutación de esa histidina a alanina resultó en una disminución dramática de la 

actividad236. En un trabajo recientemente publicado176  se asigna la actividad catalítica del 

AcMo anti-DNA 3D8 a las dos histidinas presentes en las regiones CDR de este AcMo. La 

primera H35 no esta conservada en ED-10 ni en BV04-01, mientras que la segunda L94 

esta conservada posicionalmente en ED-10 y BV0401 . En ese mismo trabajo se indicó que 

la histidina H35 no pareciera ser fundamental para la actividad DNAsa mientras que la L94 

lo fue. Si se compara las estructuras cristalográficas y las secuencias de los CDRs de ED-10 

y BV04-01  (Figura  50 A y D). Se puede ver que las dos histidinas están conservadas en 

cuanto a su disposición espacial, así como la tirosina L32 .   

De la misma manera, el alineamiento de las estructuras de ED-10 con 3D8 muestra que en 

ésta última, la tirosina L32 se encuentra en una posición muy similar a ED-10. La histidina 

L27d no está presente no obstante en una posición similar se encuentra una asparragina 

(L26), residuo que ha sido descripto en sitios activos de nucleasas. La histidina L94, esta 

conservada en el mismo CDR, solo que en la estructura de 3D8 esta un poco más alejada. 

No hay que perder de vista que no se cuenta con la estructura de 3D8 unida al ADN, por lo 

tanto se utilizó en esta comparación la libre. Por lo cual tras la unión, este CDR podría 

moverse y posicionarse como en ED-10, acercándose a la tirosina  al ADN para coordinar 

el metal (Figura 50 B y D).  Por el contrario, si se compara la estructura cristalográfica de 

ED-10 con la de DNA-1, para el cual nunca se describió actividad DNAsa, so observa que 

la contraparte de la histidina L27d de ED-10 está ausente y que la histidina L90 y la L91 de 

DNA-1  no se encuentran posicionadas correctamente (Figura 50 C y D). Esto, sumado a 

que la correspondencia estructural general entre ED-10 y DNA-1 es mucho menor  que 

entre ED-10 y los otros dos casos AcMos descriptos arriba marca una diferencia entre 

DNA-1 y los otros  tres AcMos. 

En cuanto la eficiencia de la actividad nucleasa, si la comparamos con la descripta por Kim 

y colaboradores 176 vemos que a pH=7,0 en presencia de Mg2+, tanto 1 uM de ED-10 Fab 

como 1 uM scFv de 3D8  son capaces de hidrolizar 100 ng de plásmido en 1 h. Sin 

embargo esta actividad es menor que la descripta para DNAsas naturales como DNAsa-

1176. Esto no llama la atención ya que ED-10 fue seleccionado de entre los otros AcMos de 
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Figura 50. Comparación del sitio de combinación de ED-10 con distintos AcMos anti-ADN 
cristalizados. En todos los casos ED-10 aparece en rojo y (A) BV04-01 (verde); (B)3D8 (cian); (C) 
DNA-1 (azul). Las cadenas laterales de las histidinas L27d, L93 y la tirosina L32 se muestran 
representadas como bastones al igual que el ADN. (D) Alineamiento de las secuencias de los CDR L1 
y L3 de los distintos anticuerpos. Resaltado en negro se muestran los aminoácidos conservados y en 
gris los semi-conservados entre los distintos CDRs. Resaltadas en rojo están los residuos propuestos 
como importantes para la actividad nucleasa.  
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acuerdo a su capacidad de unión a ADN y no la de hidrólisis, actividades aparentemente 

disociadas.176  

Por lo tanto, para encontrar un Fab con mayor actividad DNAsa habrá que realizar una 

nueva búsqueda, en los clones a partir de los cuales surgió ED-10, seleccionando esta vez 

por su máxima capacidad catalítica. También sería posible aleatorizar los CDR de ED-10 

con la técnica de phage display de manera de mejorar la actividad enzimática. De esta 

manera se aprovecha la estructura tridimensional del sitio de combinación de ED-10, 

optimizado para la unión a ADN, como estructura inicial para obtener una actividad DNAsa 

más eficiente. 
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Conclusiones generales 

Como se planteó inicialmente, el objetivo de este trabajo de tesis fue caracterizar un 

mecanismo biológico de alta relevancia tanto básica e inmunológica como en patologías 

humanas, integrando diversas metodologías. En una primera etapa, se determinó que el 

epítope reconocido por el AcMo ED-10 comprende el extremo 5’TC de una de las hebras 

del oligonucleótido de ADN presente en el complejo inmunógeno. Se demostró también, 

que éste es capaz de reconocer dicha secuencia tanto en un contexto de ADN cadena simple 

como doble con una afinidad similar. Asimismo, se determinó que la interacción de ED-10 

con el ADN presenta características opuestas a la mayoría de proteínas que unen ADN 

cadena doble. En particular, ésta resultó ser  insensible a la fuerza iónica y al pH, sin 

embargo, el cambio en la polaridad de la solución produjo una disminución en las afinidad, 

sugiriendo fuertemente que las fuerzas hidrofóbicas juegan un papel central en la 

interacción. Este resultado coincidió, notablemente, con lo determinado por estructura. El 

análisis de la unión del ADNsc al Fab por dicroísmo circular, evidenció un cambio en el 

entorno de cadenas aromáticas del sitio de combinación,  indicando que la unión con el 

ADN se da a través de la interacción entre las bases del ADN y las cadenas laterales de los 

residuos aromáticos del Fab.  

Con el fin de completar el estudio de la interacción entre ED10 y el ADN y conocer el 

detalle de residuos y bases involucrados se planteó cristalizar el complejo ED-10:ADN. La 

resolución de esta estructura permitió confirmar el modo de unión del ADN al sitio de 

combinación del anticuerpo, inferido anteriormente mediante técnicas espectroscópicas. 

Además, la comparación con la estructura del Fab libre obtenida anteriormente en el 

laboratorio confirmó que existe un reacomodamiento de los segmentos hipervariables del 

Fab. Este ocurre  principalmente en el CDRH3 y en menor medida en el CDRL1, 

posibilitando la unión del ADN. La ubicación diferencial de estos CDRs en la estructura del 

complejo con respecto a la estructura del Fab libre sugiere un mecanismo de ajuste 

inducido entre ED-10 y el ADN inmunógeno, el cual  se evaluó posteriormente en estudios 

cinéticos.  

La conformación adoptada por ED-10 para reconocer al ADN es similar a la utilizada por 

los únicos dos AcMos anti-ADN cristalizados (BV04-01 y DNA-1). Con la diferencia que, 



Conclusiones Generales 

138 

tanto BV04-01 y como DNA-1 fueron aislados de ratones propensos a desarrollar lupus y 

por lo tanto no se conoce el inmunógeno que les dio origen. Sin embargo, a pesar de 

compartir la misma firma estructural, ED-10 posee una afinidad mucho mayor por el ADN 

que estos anticuerpos, hecho que se puede asignar a una maduración dirigida por el 

antígeno en el animal inmunizado. Si bien la obtención de la estructura del complejo ED-

10:ADN permitió avanzar hacia el conocimiento de las bases estructurales de la 

interacción, ésta no pudo explicar las diferencias en la afinidad observadas entre ED-10 y 

los otros dos AcMos anti-ADN cristalizados. La caracterización termodinámica de la unión 

de ED-10 con su ADN inmunógeno proveyó el complemento indispensable para evaluar las 

fuerzas involucradas. 

La comparación de los parámetros termodinámicos de la interacción de ED-10 con el ADN 

inmunógeno (ADNi) y con un ADN no específico (d(T)n) permitió explicar la diferencia en 

la afinidad entre los complejos formados. En ambos casos la interacción está dirigida 

entálpicamente y opuesta por la entropía. Sin embargo, la magnitud del cambio entálpico 

tras la unión del ADNi es mucho mayor que la medida luego de la del d(T)5. Lo cual es 

interpretado como formación de un mayor número de enlaces entre el ADNi y el Fab 

acompañando la unión. Esta condición da idea de una interacción más íntima lograda 

mediante un proceso de maduración del anticuerpo ante la inmunización repetida con este 

antígeno. Otra evidencia de esto es que la interacción con el ADNi está acompañada por un 

∆Cp negativo, firma termodinámica de las interacciones específicas proteína-ADN. Esto es 

debido a que reflejan las características de una interfaz ajustada, como el ocultamiento del 

solvente de la superficie hidrofóbica y la restricción en los grados de libertad de la proteína, 

el ADN y las moléculas de agua atrapadas en la interfaz. Estos factores no están presentes 

en las interacciones no específicas, por lo que  poseen un ∆Cp ≈ 0. En la interacción de ED-

10 con el ADN d(T)5 no se observa un ∆Cp apreciable indicando la presencia de una 

interacción no consolidada, con presencia de solvente. Los experimentos de UV-CD 

sugirieron que la interacción de tanto el ADNi como con el d(T)5 con ED-10 en solución, 

induce cambios similares en el entorno de las cadenas laterales  aromáticas de los residuos 

del sitio de combinación del Fab. Por lo tanto, se puede inferir que ambos ADN se unen de 

una manera globalmente semejante, utilizando el D-ARM. No obstante, al haber sufrido un 

proceso de maduración antigénica dirigido por el antígeno, la interacción del Fab con el 
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ADNi esta profundamente optimizada formando más enlaces y/o enlaces más estables y 

específicos. En su conjunto estos resultados demuestran que, la energía de las interacciones 

formadas no puede ser determinada a priori a partir de la cristalografía. Siendo en 

definitiva la termodinámica, la que aporta la respuesta final en cuanto a las diferencias de 

afinidad observadas entre los distintos complejos: ED-10:site 35-6B y DNA-1:d(T)5 y 

BV04-01:d(T)3.  

La cinética resultó ser una herramienta fundamental para definir el mecanismo de la 

interacción entre ED-10 y el ADN. La interacción entre ED-10 y el ADN se asignó a un 

mecanismo de dos estados, tanto al equilibrio como cinéticamente, con una única fase 

detectable de asociación y otra de disociación. En este caso, también, resultó útil comparar 

los parámetros cinéticos de una interacción anticuerpo-ADN madura (ED-10:ADNi) y otra 

inmadura (ED-1:d(T)n). La velocidad de asociación entre ED-10 y el ADN es la misma en 

ambos casos, indicando que, en esta etapa no prima el reconocimiento de una secuencia 

específica. El valor obtenido está en el límite de las velocidades de asociación determinadas 

para interacciones antígeno-anticuerpo (~106). A pesar de esto, este valor es dos ordenes 

menor que la velocidad de asociación puramente difusional propuesta por van Holde para 

una proteína y una molécula pequeña. La presencia de una constante de asociación cinética 

más lenta que la difusional sugiere la ocurrencia del cambios estructurales en algunos de los 

CDRs de ED-10 con la unión del ADN (determinados en solución por UV-CD y 

observados en las estructuras cristalográficas). Si bien estos cambios en el anticuerpo se 

detectaron tanto para la unión con el ADNi como para d(T). El complejo final formado con 

el ADNi resulta ser mucho más estable de acuerdo a una constante de disociación cinética 

medida de 2 ordenes de magnitud más lenta que la medida para la interacción entre ED-10 

y d(T). En su conjunto, estos resultados indican que si bien ambos complejos se asocian 

con la misma velocidad, la presencia de una constante de disociación extremadamente lenta 

para el complejo ED-10:ADNi es la fuente de su alta afinidad. 

Estos resultados combinados con los obtenidos de la caracterización termodinámica 

permiten plantear un modelo en el proceso de maduración ocurrido en ED-10 luego de 

sucesivas exposiciones a el ADNi resultó en una interacción muy afín, que se explica a 

partir de una fuerte componente entálpica, que dirige la reacción, y una consecuente 
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velocidad de disociación muy lenta. Esta interacción trae aparejado un cambio de capacidad 

calorífica negativo, típico de ocultamiento de área de superficie en interacciones proteína-

ADN específicas. Por otro lado, la interacción entre ED-10 y d(T)n, antígeno con el cual 

ED-10 no ha madurado, esta caracterizada por tener muchísimo menor afinidad, aún con 

los anticuerpos como modelo de interacción. Este complejo, termodinámicamente, se 

caracteriza por presentar una componente entálpica menor, indicando menor formación de 

enlaces con respecto a ED-10-ADNi. Donde, la ausencia de cambio de capacidad calorífica 

indica una interfaz menos consolidada, la que permanece solvatada y dinámica. Finalmente 

la diferencia de afinidad se apoya también en una disociación  aproximadamente 100-veces 

más rápida del complejo. 

Por último, la presencia de actividad nucleasa de ADN en ED-10 puede explicarse a partir 

de la presencia de residuos en posiciones claves que se encuentran conservados en otros 

AcMos anti-ADN para los que se demostró esta actividad. Si bien ED-10 fue seleccionado 

a partir del panel de AcMos por su actividad de unión a ADN. El hecho que posea actividad 

de nucleasa podría representar una actividad primaria en el anticuerpo codificada en una ó 

más subclases de genes de la línea germinal. Más aún, el hecho que ED-10 sea capaz de 

hidrolizar completamente un plásmido sugeriría que la catálisis no requeriría una 

localización precisa de las bases del ADN intercaladas entre los residuos aromáticos del 

sitio de combinación. En acuerdo con la hipótesis que esta actividad proviene de la línea 

germinal. Por lo tanto una profundización del estudio de esta actividad será necesario para 

determinar el mecanismo de esta actividad catalítica descripta en ED-10. 

Finalmente, la caracterización detallada de la interacción entre ED-10 y el ADN es la 

primera realizada entre un AcMo anti-ADN y el ADN que le dio origen. Esta 

caracterización aportó avances cruciales para un completo entendimiento de la formación 

de complejos anti-ADN:ADN, generando progresos en dos aspectos fundamentales. El 

primero, colaborar con el entendimiento de la patología del LES, donde como se describió 

más arriba los anticuerpos anti-ADN son una característica fundamental en la patología. El 

segundo aspecto, como se resaltó, es el conocimiento de los mecanismos moleculares del 

reconocimiento entre proteína-ADN cadena simple.  
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En cuanto al primer aspecto, sin ser este un trabajo cuyo propósito fue estudiar la patología 

generada por los anticuerpos anti-ADN, clarificar los mecanismos por los cuales éstos 

reconocen al ADN ayuda a dilucidar los mecanismos por los cuales generan daño tisular y 

definir las bases de su patogenicidad. En este sentido, es una ventaja poseer un sistema 

caracterizado en detalle atómico y molecular. Estos descubrimientos permitirán en un 

futuro encarar el desarrollo de abordajes terapéuticos, basados en el bloqueo del sitio de 

unión de anticuerpos patogénicos por moléculas pequeñas.  
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