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Recientemente desarrollamos una hipétesis acerca de ia na-
turaleza y significacién biolégica de los anticuerpos (1), a los
que consideramos como apofermentos de un sistema encargado
de la metabolizacién de los substiratos macromoleculares extra-
celulares, junto con cofermentos existentes normalmente intra
v extracelularmente (complemento). Los substratos homélogus
(antigenos de los hematies, proteinas plasméticas) se encuen-
tran circulantes en cantidad y de manera constante por la san-
gre y liquidos intersticiales, ademéis de llegar ya a dicho sis-
tema durante la vida intraembrionara I.a posible disminucién
de la capacidad de formacién de anticuerpos durante la vida
adulta frente a determinado antigeno cuando se ha tenido con-
tacto prenatal con el mismo, la investigamos en otro trabajo (2).

Postulamos la existencia de un equilibrio entre antigeno
circulante y apofermentos intracelulares, equilibrio que daria
lugar a que éstos no apareciesen e¢n la circulacién (anticuerpos)
cuando el antigeno circula en cantidad. Se ha sefialado que una
dosis finica excesiva de polisacarido neumocécico inhibe la for-
macién de anticuerpos, fenémeno al que FELTON denomind «pa-
ralisis inmunolégica» (4). También se ha indicado que no apa-
recen anticuerpos circulantes hasta que el antigeno desaparcce
de la circulacion. Por ello y por el valor tedrico y prictico que
¢l hecho puede tener decidimos estudiar la posibilidad de que
una dosis de antigeno 6ptima, administrada al ritmo también
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6ptimo para la formacién de anticuerpos circulantes, pueda dar
lugar a la inhibicién de los mismos si se mantiene por un tiem-
po suficientemente prolongado. Esta posibilidad la hemos con-
firmado, al parecer, en el sistema globulina gamma humana-
antiglobulina gamma de conejo.

Material y métodos

Se ha utilizado como antigeno globulina gamma obtenida
por precipitacién mediante hiposulfato sédico y control electro-
forético (3) procedente de un suero humano normal, de una
mezcla de sueros humanos normales y del suere de un enfermo
de Kala-Azar. Como animal de inmunizacién se ha empleado cl
conejo, y como via de administracién la subcutinea. I.as dosis
aisladas han oscilado de 7,32 a 11,7 mg., inyecciones que sc
han administrado al ritmo de tres por semana. I.as sangrias
para el estudio de los anticuerpos circulantes se han practicado
después de cada nfimero de inyecciones de antigeno correspon-
diente a una dosis global del mismo de unos 40 a 60 mg. =n
las series II y III. Las dosis totales y ritmo exacto para cada
animal se presentan en los correspondientes cuadros.

El estudio de la reaccién antigeno-anticuerpo se ha llevado-a
cabo por la técnica de QucHTERLONY (5) de doble difusién en
agar, utilizando agar al 0,15 % con mertiolato al 0,01 %, co-
locando 30 c. c. del mismo por cuda placa de Petri de 10 em.
de didmetro, lo que da un espesor de 10 mm. Se han cxcavado
con un sacabocados cinco pocillos por placa de una cabida de
0,15 c.c. cada uno, uno central para el antisuero y cuatro peri-
féricos, a una distancia de 15 mm. del central, para las solu-
ciones de antigeno.

Los resultados los expresamos por el niimero de lineas de
precipitacién que se observan a las diversas diluciones del anti-
geno, asi como por la intensidad de las mismas que es distinta
en las diversas extracciones. Estas diferencias y la individua-
lizacién de lineas de precipitacién muy préximas entre si es
dificil a veces de conseguir fotograficamente, por lo que pre-
sentamos los resultados en cuadros y esquemas y tnicamente
fotografias demostrativas de los casos extremos.

Resultados

Estudiamos una primera serie expuesta en el cuadro I y
- . 7
figura 1. La primera extraccién corresponde a los 92 dias de
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CUADRO 1
Serie 1. Globulina gamma normal. Anti-gamma conejo A-51 (1)

Dosis total | Diluciones antigeno
Dias antigeno ] 1 | T _
7| mg. (2 P @] 15 1710 [1/100] 1/250 | 1/500 | 171000
92 | 304,16 2 2 2 0 | 0 ‘ 0 | 0
121 | 470,36 l 2 2 | 2 0 o ! 0o | g
189 | 665,90 0 1 i 0 ; o0 | o0 Lo

(1) Deso 2650 gr.
(2)  Las dosis aisladas han oscilado entre 9,37 v 11,71 mg.
(3)  Sol. 18,7 gr. por 1000.

CCADRO II
Scric 1. Globulina ganmima mezcla sucros normales.
Anti-gamma conejo B-1 (1)

Dosis total ! Diluciones antigeno
Dias antigeno T ] i
mg. (2) |F3) | 1/5 | 1710 | 1/100| 1/250 | 1/500 | 1/1000

16 | 64,05 2 | 2 ’ 2 ] 0 0 0
37 136,05 4 \ 3 3 0 0 0 0
51 179,80 4 3 | 2 0 0 0 0
64 23150 | 4 | 3 E — 0 0 0 0
79 284,00 —(4 0 | 0 0 0 0 0
91 336,00 — (@), 0o | 0 0 (] o | 0
106 398,4 ;0 0o 0 0 0 o , o

(1) Teso 2120 gr.
(2) Las dosis aisladas han oscilado entre §,75 a 10,4 mg.
(3) Sol. ai 13.85 gr. por 1000.
(4) El cruzamiento indica que la linea de precipitacion es apenas
visible,

CUADRO III .
Scrie 111, Giobulina gamma y Kala-azar.
Anti-ganmma conejo-B-2 (1)

Dosis total | Diluciones antigeno
Dias antigeno | i n ; 7 . ‘

mg. (2) |P(3)| /5 | 1/10 |1/100| 1/250 | 1/500 | 1/1000
16 58,17 2 1 0 o o0 | 0o ! o0
38 | 124,65 2 |1 1| o o . o | o
51 | 166,20 2 | 4 3 0 0 o | o
64 21656 | 2 | 2 2 0 o | o | o
79 265,92 3 | 2 P 0 o | o | o
91 | 30252 3 —@| 2 | o 0 ‘ 0 0
106 | 34644 | (4)l—(4)| o 0 0 o |, ©

(1) Peso 2020 gr.

(2) Las dosis' aisladas han oscilado entre 7,32 a §,31 mg.

(3) Sol. 27,3 gzir. por 1000.

(4) X1 cruzamiento indica menor intensidad en las lincas de preci-
pitacioén.
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administracién del antigeno (dosis total 304,16 mg.), la segun-
da a los 121 dias (dosis total 470,36 mg.) y la tercera a los
189 dias (dosis total 665,9 mg.). En las dos primeras extrac-
ciones se presentan dos lmeas de precipitaciéon frente al antige-
no puro (sol. 18,7 g. °/s) y a las diluciones al 1/5 y al 1/10,
s1 bien en la segunda extraccién las lineas de precipitacién co-
rrespondientes al antigeno puro son mis débiles. En la tercera
extraccién sélo se observa una linea de precipitacién a las dilu-
ciones de 1/5 y 1/10 y ademis muy débil.

La segunda serie, cuadro II y figura 2 corresponde a una
globulina gamma precipitada de una mezcla de tres sueros
humanos normales. Las extracciones se han hecho mas gra-
duales de manera a poder seguir paso a paso el fenémeno. Como
se observa, las lineas de precipitacién y su intensidad aumentaa
hasta alrededor de los 200 mg. (60 dias de inmunizacidén) para
después disminuir, llegando casi a desaparecer de una manera
bastante brusca. El problema del niimero de lineas de precipi-
tacion en relacién con la pluralidad o unidad inmunolégica de
la globulina gamma o sus posibles impurezas no nos interesa en
este momento y serd considerado en otro trabajo. El estudio
de esta serie se repitié partiendo de soluciones de antigeno de
una concentracion de 2 g. °/,,, diluyendo el antisuero a la mitad
¢ situando los pocillos periféricos a menor distancia del central,
habiéndose obtenido iguales resultados de manera global, pero
siendo menos manifiestas las lineas de precipitacién.

La tercera serie (cuadro III y fig. 3) corresponde a una
globulina gamma procedente de un suero de Kala-Azar. Se
observa también cémo el ntimero de antigenos v su intensidad
de preciptacién aumentan hasta los 166 mg. (50 dias de inmu-
nizacion) para descender después de una manera lenta. El estu-
dio de esta seric se ha repetido también en las condiciones ex-

puestas para la serie anterior, confirmandose los resultados
obtenidos.

Discusion

En las tres series se observa cbémo el niimero de anticuerpos
precipitantes y su intensidad precipitante, a juzgar por el nfi-
mero e intensidad de las lineas de precipitacién, disminuye. En
los dos titimos amimales ello ocurre entre los 200 a 300 mg.
de antigeno administrados, lo que hace pensar que en el pruner
animal empezamos a cstudlar la presencia de anticuerpos circy-
lantes precisamente en la fase de declinacién. No obstante, las
relaciones cuantitativas del fenémeno no podrin precisarse has-
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ta cstudiar un lote mayor de animales y de antigenos para
evitar posibles peculiaridades individuales, como podria ser el
caso en el conejo Bi-1. En general, y dejando aparte el que
L\profesamentc no hemos utilizado coadyuvantes para la obten-
cion de los antisueros, las dosis por inyeccién que se utilizan
son algo mis pequefias y la total oscila entre los 60 a 150 mg. ;
algunos autores al llegar a estas dosis cesan la administracién
pero hacen una nueva inyeccién de antigeno al, cabo de algunos
dias, como dosis reactivante.

Los titulos obtenidos son bajos v cllo puede ser debido a la
administracién del antigeno por via subcuténea o bien a la cono-
cida similitud fisicoquimica ¢ inmunolégica entre las globulinas
gamma del conejo y del hombre. Esta (iltima posibilidad viene
corroborada por los titulos elevados obtenidos en otras series
con suero de caballo y una macroglobulina humana, observa-
ciones que seran presentadas en otro trabajo. El hecho de haber
obtenido titulos bajos por esta similitud inmunolégica es pro-
bable que sea una circunstancia que haya favorecido la mani-
festacion del fendmeno de la inhibicién del anticuerpo circulante.

Podria pensarse que esta inhibicién de los anticuerpos pre-
cipitantes circulantes fuese debida a defecto de la técnica utili-
zada, a un eXceso de antigeno circulante que inhibe la manifes-
tacién de la reaccién «in vitro» o bien a una medificacién en el
tipo de anticuerpo circulante.

En cuanto a la prnnera posibilidad, podria haber ocurrido
que el aumento en el ntimero de antlcuerpos circulantes hu-
biese desplazado la zona de Optima proporcién cntre antigeno v
anticuerpo en forma que no la pudiésemos visualizar. Sin em-
bargo, no creemos que sea ésta. la explicaciéu del fenémeno, por
la concentracién inicial de antigeno utilizada, por tratarse de
antisueros de conejo y por haber repetido las determmammms
de las series con concentraciones menores del antigeno (2 g.
de concentracién inicial) y también diluyendo el antisuero a ]a
mitad ; probablemente utilizando otras técnicas o variantes para
la reaccién antigeno anticuerpo podria haber cambiado la expre-
sién cuantitativa, pero no la curva del fendémeno, con su fase
final de inhibicién.

En cuanto al posible exceso de antigeno circulante, si nos
fijamos en el conejo B-1, en el que la inhibicién es muy marca-
da, y calculamos su volumen sanguineo circulante como un 8 95
de su peso, nos resulta igual a 169,6 c. c., que si consideramos
aproximadamente un 50 % del mismo como plasma, da un vo-
lumen de plasma de 84,8 c. c. Suponiendo que todo el antigeno
inyectado se encuentre en la circulacién, cosa evidentemente
inexacta, darfa una concentracién del mismo de 4,7 g. °/c,
inferior netamente a las concentraciones utilizadas también en
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los antisueros iniciales ¥ que mno inhiben la reaccion ; por otra
parte esto podria darnos un desplazamiento de la zona de opti-
ma floculacién, como se insinua en la serie I, pero no su anula-
cién. El hecho de que este antigeno circulante sc una «in vivon
con el anticuerpo y de esta forma lo separe de la circulacién,
es una manera de explicar precisamente el hecho que parece
observarse de quc el exceso de antigeno inhibe la circulacién
de anticuerpo. Esto pedri estudiarse facilmente con antigenos
particulados. No obstante, existen otras posibiiidades para ex-
plicar que el equilibrio entre antigenos y antu.unrpos circulantes
se desplace en forma tal que elimine a éstos de la circulacion
¢ bien impida que pasen a clla.

La tercera posibilidad, es decir, que cambic el tipo de anti-
cuerpos circulantes, pasando de anticuerpo polivalente a univa-
lente (low-grade, inhibente, etc.) y por ello no visualizable con
la técnica utilizada, la investigaremos mediante antigenos par-
ticulados por ser en ellos més facil y dar una mayor seguridad.
Aunque fuese asi, restaria evidente el hecho de que una inmu-
nizacién prolongada, llevada a cabo con dosis pequeias v a in-
tervalos, del antigeno, inhibe los anticuerpos precipitantes.

Si se confirma este hecho de la inhibicién de los anticuerpos
circulantes por una inmunizaciéu prolongada, equiparable ul
de la paralisis inmunolégica producida por una dosis finica ex-
cesiva de antigeno (4), resultarid de un alto interés en la teoria
inmunolégica para el conocimiento de la naturaleza vy signifi-
cado b101001co de los anticuerpos y porque podria explicar he-
chos como la ausencia de anticuerpos circulantes frente a los
antigenos homdélogos circulantes por el plasma (antigeno de
los hematies, proteinas plasmaticas), la posibilidad de que algu-
nos procesos por autoanticuerpos fuesen debidos a la rotura de
este equilibrio, explicarnos las desensibilizaciones en alergia,
a mas de que tendria posiblemente repercusién practica. Cree-
mos necesario para la segura confirmacién del fenémeno pro-
seguir este estudio con diversos antigcnos disueltos y particu-
lados, frente a distintas especies animales, diferentes vias de
administracién y mediante técnicas diversas para la demostra-
cién de la reaccién antigeno anticuerpo, asi como comprobar lo
que ocurre al cesar en'la administracién del antigeno, una vez
presentada la inhibicién del anticuerpo circulante.

Agradecemos a la seficrita Ana DMarfa Arce su valiosa cooperacién.en
la realizacién préctica de este trabajo.
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Resumen

Recientemente hemos formulado una hipdtesis acerca de la naturaleza
v significacién biolégica de los anticuerpos, en la cual los consideramos
como apoenzimas de un sistema encargado de la metabolizacion de los
substratos macromoleculares extracelulares, en unién con coenzimas exis-
tentes normalmente intra o extracelularmente (complemento). Postulamos
12 existencia de un equilibrio entre ¢l antigeno circulante y los apoenzimas
intracelulares, equilibrio gue inhibe la entrada de ¢éstos a la circulacién
(anticuerpos circulantes) cuando el antigeno se encuenira de una manera
constante y en cantidad en la circulacién. Se conoce que una dosis amica
excesiva de antigeno (polisacirido neumocécico), inhibe la formacion de
anticuerpos («paralisis inmuneclogicas). Por estas razones hemos investi-
gado en este trabajo la posibilidad que una dosis 6ptima de antigeno,
administrada a los intervalos oportunos, piieda producir una inhibicién de
los anticuerpos circulanies si su administracién se prolonga duranie largo
ticinpo.

Esta posibilidad ha sido confirmada, aparentemente, en conejos, utili-
sando como antigeno globulina gamma hamana, dada subcutineamente
~sin coadyuvantes, e investigando la reaccién antigeno anticuerpo por et
método de OUCHTERLONY de doble difusién en agar.

En un primer animal dosis de globulina gamma de 9,17 a 11,71 mg,
administradas cada dos dias durante 189 dias, con un total de G65,9 mg.
han preducido una inhibicién e los anticnerpos precipitantes circulantes.

En un segundo animal dosis de globulina gamma de 8,75 a 10,4 mg,
dadas a los mismos intervalos hasta un total de 39584 gm en 106 dias.
producen una inhibiciéon total de los anticuerpos precipitantes demostrables.

En un tercer animal se han obtenido resultados equiparables con dosis
de globulina gamma de 7,52 a 8,31 mg, mantenjdos durante 106 dias, lle-
gando a un total de 346,4 mg.

Los resultados han sido los :mismos al cambiar las condiciones de la
reaccion antigeno anticuerpo, diluyendo el antisuero a la mitad, utili-
zando diferentes concentraciones iniciales del antigeno y disminuyendo
la distancia d¢ difusiéon entre antigeno y auticuerpo.

Se discuten las posibilidades de errores técnicos, de una inhibicién in
vitro de la reaccién y del cambio de tipo del anticuerpo, considerando que
vstos factores pueden modificar la expresién cuantitativa de] fendmeno
pero no invalidar su existencia real. Finalmente se expone el interés ted-
rico v practico de esta inhibicién de los anticuerpos circulantes v la nece-
sidad de un estudio mds extenso del iuismo. ’

Summary

Inhibition of circulating antibodies by hyperinmunization in a protein-
antiprotein system

Recently we have formulated an hypothesis about the
biological nature and significance of antibodies, in which they
are considered as apoenzymes of a system in charge of the
metabolization of extracelular macromolecular substrates, in
connection with coenzymes normally existing intra or extra-
celullarly (complement). A equilibrium was postulated between
circulating antigen and intracelullar apoenzymes, equilibrium
which inhibits the entrance into circulation of these apoenzymes
{circulating antibodies) when the antigen is maintained in lluan-
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tity and constantly in circulation. Is known that a single, too
great dosis of antigen, inhibits the formation of antibodies
(Inmunological paralysis). For these reasons we have investi-
gated in this paper the possibility that and optimal dosis of
antigen, given also iu the best intervals, may produce and inhi-
bition of circulating antibodies when its administration is man-
tained for a long time.

This possibility has becn, apparently, confirmed in rabbits
using as antigen human gamma globulin, given subcutancously
without adjuvants, and sturying the antigen-antibody reaction
by OucHTERLONY double diffusion in agar method.

In a first animal, dosis from 9.17 to 11.71 mg of human
gamma globulin, given each two days, followed tiil 189 days
and representing a total of 665.9 mg, have produced an inhi-
bition of circulating precipitating antibodies (table I and fig. 1).

In a second animal dosis of gamma globulin from 8.75 to
10.4 mg, administrated at the same intervals and arriving to-
tally to 398.4 mg in the 106 days, produce a total inhibition
of demonstrable circulating precipitating antibodies (table II
and hg. 2).

In a third animal a similar result has been obtained with
dosis of gamma globulin from 7.32 to 8.31 mg maintained du-
ring 106 days with a total administration of 346.4 mg. (table 1II
and fig. 3).

The results have been the same, changing the conditions
of the antigen antiboly reaction, by diluting to 14 the antiserum,
using different initial concentration of antigen and lessening
the distance of diffusion between antigen and antibody.

The possibilities of technical errors, in vitro inhibition of
the reaction, changes n type of the antbody, are dscussed, assu-
ming that all these factors may change the quantitative expres-
sion of the phenomenon but not invalidate its positive exis-
tence. Finally is exposed the theoretical and practical interest
of this circulating antibody inhibition and the necessity of a
more extensive study of it.
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