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Revista he Occidente Instituto de Biología y Sueroterapia
IBYS

En la Biblioteca Ibys de Ciencia Biológica nos proponemos editar 
una serie de obras en que se recojan las disciplinas fundamentales dg 
las ciencias biológicas.

Sólo se incluirán tratados dfi máxima autoridad, que, además, •ex­
pongan con todo rigor crítico el estada actual de Ig pertinente rama 
científica, de modo que los conceptos e hipótesis no aparezcan des­
vinculados de los hechos que han forzadp su nacimiento, y así el. lector 
estudioso pueda penetrarle fácilmente del grado de certidumbre y ge­
neralidad, de las. teorías vigentes.

En definitiva, la. Biblioteca Ibys constará únicamente de obras 
que, por lo científico de su exposición (purgada en lo posible del 
dogmatismo ¡casi inevitable en los manuales de texto), descubran, entre 
el cúmulo de adquisiciones objetivas, los problemas que esperan solu­
ción del investigador atento y libre de prejuicios. Esperamos contribuir 
con ella a desarrollar entre nosotros la afición por la experimentación 
biológica, y á ayudar a qúe Médicos, Farmacéuticos, Veterinarios, 
Naturalistas, Ingenieros Agrónomos, etc., puedan elevar hasta una 
consideración científica los problemas que les plantea la práctica diaria.

Las do¿ empresas que aúnan sus esfuerzos en esta Biblioteca han 
sentido su necesidad desde puntos, de vista muy dictantes, pero con­
vergentes, y esperan interesar en ella a un círculo de factores. escogidos, 
cada vez más amplio.
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PROLOGO

varios volúmenes, que, en

I

un volumen

Este volumen sobre “Anticuerpos” (primera parte) inicia una serie 
de monografías, independientes en sí mismas, cuyo conjunto abar­
cará todo el campo de la inmunidad, incluso el estudio de las relacio­
nes entre ésta y los fenómenos observados en las infecciones y en 
las otras formas de influencia mutua entre parásito y huésped.

La distribución en monografías, que, aunque subordinadas a una 
idea general, posean independencia mutua, nos parece el camino acer­
tado para evitar los graves inconvenientes de un manual. El enorme 
contenido de la ciencia inmunológica ha obligado a múltiples especia- 
lizaciones; al concentrar la exposición alrededor de temas hasta cierto 
punto cerrados, se tiene en cuenta la diversidad de los campos de 
estudio con el fin de ofrecer a cada lector lo pertinente a su orientación 
teórica y práctica sin perturbarlo con llamadas a las otras monogra­
fías de la serie y sin gravarlo con un sacrificio económico, como 
supone la adquisición de un manual en 
general, sólo se emplea como obra de consulta.

La ¡forma elegida permite, además, la reedición de 
aislado de la obra cuando lo requiera el progreso de la investigación 
en su campo.

En este medio volumen puede apreciarse que en la serie de mo­
nografías no se pretenderá agotar las citas bibliográficas. La super­
producción de literatura que se padece en la investigación inmunoló­
gica, como casi en ninguna otra rama de la ciencia, obliga a soltar 
el lastre de producciones secundarias o de valor ya enteramente per­
dido. En cambio se hacen valer los derechos espirituales de la pro­
piedad intelectual de investigadores antiguos a los que se deban ideas 
importantes y fecundas. No va con nosotros el superponer continua­
mente sobre las adquisiciones originales nuevas publicaciones de igual 
contenido. Asimismo, al exponer las adquisiciones recientes respe­
tamos la prioridad, sin tener en cuenta, naturalmente, la nacionalidad
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del autor, y procuramos ante todo estimular el pensamiento del lector 
por el análisis crítico de los resultados experimentales y por consi­
deraciones sugeridas por 1a teoría del conocimiento. La fidelidad a 
estas líneas generales mantendrá la homogeneidad de la serie.

En los índices bibliográficos no se recoge el título de los trabajos 
para no aumentar excesivamente el tamaño de los volúmenes y evitar 
la consiguiente elevación de su precio.
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Capítulo primero

DEFINICION

i

J

El concepto de antígeno nació del descubrimiento de las relaciones 
entre los antéenos y los anticuerpos; de modo análogo y recíproca­
mente, los anticuerpos se definen fenológicamente por sus relaciones 
genéticas y de reacción con 1os antígenos. W. W. C. Tqpley y G. S. 
Wilson, por ejemplo, designan con el nombre de anticuerpo todas 
las sustancias que aparecen en él suero sanguíneo o en los líquidos del 
organismo de un animal como respuesta al estimulo (i) provocado por 
la administración parenteral de un antígeno én los tejidos y que re­
accionan con este antígeno de modo específico en cualquier forma 
susceptible de ser observada.

Entre los líquidos del organismo en que se producen anticuerpos 
como consecuencias de la acción de un antígeno se destaca, por las 
múltiples ventajas que ofrece para efectuar pruebas experimentales, 
el suero que se separa del plasma sanguíneo. Puede obtenerse fá­
cilmente en gran cantidad y utilizarse en cuanto se separa de la torta

(i) En el suero sanguíneo de hombres y animales se encuentran también 
sustancias que actúan como anticuerpos y que se caracterizan, como éstos, .por la 
especificidad de sus reacciones, pero que no se han producido a consecuencia de 
la inyección de un antígeno, o al menos que se ignora el mecanismo que las 
originó. Reciben la designación de anticuerpos naturales y se contraponen a los 
anticuerpos inmunes, que son los que se desarrollan como reacción a la incor­
poración de un antíjgeno determinado y conocido. Como para estudiar los anti­
cuerpos naturales se carece de la base que ofrece la relación genética con un 
antígeno, hay que investigar estas sustancias siguiendo, en parte, caminos dis­
tintos de los que se utilizan con los anticuerpos engendrados por la vía de la 
inmunización. Esto, así como la circunstancia de que en el campo de los anti­
cuerpos naturales se produzcan fenómenos peculiares, obliga a dedicar a este 
grupo de sustancias del suero capítulo especial, sin que por ello se prejuzgue que 
entre ello» y los anticuerpos inmunes exista un abismo que obligue a una sepa­
ración más fundamental. Todas estas cuestiones se aclararán por extenso en el 
fascículo dedicado a “anticuerpos naturales”.
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sanguínea; resulta transparente e incoloro y permite que se midan 
de él las cantidades que se desee por pequeñas que sean. Por ello, para 
provocar las reacciones de los anticuerpos con los antígenos y estu­
diarlas, se utiliza casi exclusivamente sueros sanguíneos que conten­
gan anticuerpos, designados abreviadamente como antisucros o sueros 
inmunes. Ciertos aparatos especiales, complicados y costosos, nece­
sarios para aislar los anticuerpos del suero inmune, sólo se utilizan 
en el estudio de ciertos problemas teóricos especiales. En grandes 
líneas, este campo científico se ha desarrollado en todas direcciones 
por la aplicación de un método especial, particularmente idóneo; por 
ello la disciplina suele designarse, con el nombre que deriva de él, 
corno serologiá o ciencia de las reacciones serológicas.

La reacción de un anticuerpo con su antigeno consiste solamente 
en su enlace reciproco, por el cual ambos componentes de la reacción, 
en tanto que permanezcan enlazados, pierden la capacidad, de reaccio­
nar. La formación de este compuesto puede demostrarse de distintos 
modos, según sean las propiedades del antígeno.

Por ejemplo, si el antígeno es un veneno, se neutralizará su toxi­
cidad; si es una disolución proteica, se producirá un precipitado; si 
Se trata del componente de ciertas células (eritrocitos, bacterias), éstas 
se reunirán en agregados mayores (aglutinación) o, con la participa­
ción de una sustancia del suero normal (el complemento), se disolve­
rán o dañarán de cualquier otro modo (muerte de las bacterias), etc.; 
según esto, las manifestaciones ostensibles de las reacciones entre 
antígenos y anticuerpos dependen de 1a naturaleza y estado del anti­
geno, lo que al principio no estaba claro, ya que inicialmente se hacía 
responsables a los anticuerpos de la índole de la reacción, y, según 
fuera ésta, recibían los nombres de antitoxinas, precipitinas, agluti- 
ninas, he molí sin as, bacteriolisinas, anticuerpos bactericidas, etc. (véase 
página 230). Esta terminología se mantiene en uso y todavía ofrece 
un medio de entenderse cómodo e inevitable; sin embargo, debe en­
tenderse en el sentido de lucus a non lucendo, lo que hay que tener 
especialmente en cuenta cuando la reacción entre antígeno y anticuerpo 
se produzca en el organismo de un animal o del hombre (in vivo), 
provocando determinadas manifestaciones patológicas (anafilaxia, fe­
nómenos alérgicos). En estos casos se está muy cerca de atribuir a 
los anticuerpos una propiedad sensibilizador a. Pero de hecho también 
los anticuemos anafilácticos o las reaginas de los alérgicos no hacen 
sino combinarse con sus antígenos, y para que los procesos patológicos 
se produzcan son indispensables otras circunstancias (el alojamiento 
de los anticueipos en ^as células del organismo reaccionante, la velo-
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a la hista-cidad de la reacción, la liberación de sustancias análogas 
mina).

En la definición de Topi^ey y Wilson está implícita la vieja con­
cepción, aceptada sin reservas por Paul Ehrlich, de que los anti­
cuerpos se producen en células, que luego los ceden a los líquidos 
del organismo. De ser esto cierto, los anticuerpos deben existir, antes 
de su liberación, en las células que los producen o conservarse en ellas; 
es decir, habría que distinguir entre anticuerpos en fasp libre (circu­
lando por la sangre) y anticuerpos fijos en los tejidos (contenidos en 
la célula) y decidir si en esta fase pueden reaccionar con un autógeno 
que se introduzca en la célula y de qué modo lo hacen. La respuesta 
a estas cuestiones se discutirá al tratar de los fenómenos anafilácticos. 
Desde el punto de vista lógico parece racional admitir a priori que los 
anticuerpos sólo pueden formarse en células.
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Capítulo II

EL ORIGEN CELULAR DE LOS ANTICUERPOS
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I Fig. 1.a' Curva de agiuVimna, según Jórgensen y MJadsen. La flecha indica la in­
yección, de vibriones del cólera
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sin embargo, se encuentran casos en los que la latencia inicial, previa 
a la aparición de los anticuerpos en el suero sanguíneo, desciende hasta 
venticuatro a cuarenta y ocho horas, e incluso hasta seis a diez horas 
{G. Ramón (1924 a, b, 1928), J. Oerskov y E. K. Andersen, Eh-

ZS 30

Los argumentos que abonan el origen intracelular de los anticuer­
pos pueden resumirse en los siguientes puntos:

1. Después de una inyección única e intravenosa de un antigeno, 
los anticuerpos no aparecen en el plasma inmediatamente, sino que lo 
hacen después de transcurrido un período de latencia de varios días; 
en el momento de su aparición no están en su concentración máxima, 
que no se alcanza sino transcurridos varios días de paulatino aumento 
[E. v. Dungern]. La segunda parte de esta aseveración no se discute;

20 22 2v 26t¿ f»S »O * M
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3. Como ya se deduce del apartado anterior, la cantidad de anti­
cuerpo producido no corresponde a la de antígeno incorporado, sino 
que está condicionada también por otros factores. Incluso una pri­
mera inyección de mínimas cantidades de antígeno da lugar a una 
cantidad de anticuerpos para cuya saturación se requiere un múltiplo 
elevado de la masa de antígenos administrada; en la inmunización 
por reiterada administración de antígeno esta desproporción es, na­
turalmente, aún más palpable. Esta sorprendente disparidad se ha 
comprobado para diferentes antígenos, por ejemplo, para la toxina

ri£h y T. N. Narris (1942)], lo que, sin embargo, no puede consi­
derarse como una prueba decisiva contra él origen celular de los anti-. 
cuerpos.

2. Cuando se inyecta el antígeno a un animal tratado previamente 
de modo específico, se producen los anticuerpos más rápidamente y 
alcanzan una concentración más elevada que como resultado de una 
primera inyección; las dosis de antígeno activas resultan asimismo más 
pequeñas que las requeridas para un animal sin tratamiento previo. 
Tlampoco se pueden conseguij los mismos efectos inyectando de una 
vez una cantidad de antígeno equivalente a la suma de las dos dosis 
distanciadas [E. v. Dungern, R. I. Colé]. Esa transformación espe­
cífica que sufre el organismo por una sola inyeccióp del antigeno, y 
que se manifiesta por la aceleración y aumento de la formación de anti­
cuerpos y también por la exaltación de la acción del antígeno, fué 
designada por R. Pfeiffer y Bessau como estado dinámico de inmu­
nidad e incluida más tarde por Cl. v. Pirquet, como caso especial, en 
íu esquema de las alergias.

3.0 ' \

£

—J
40 6 0 8 0 100 120

Tiempo en ¿ias

Producción de antitoxina en el caballo; diferencia entre los efectos de la 
primera y de Ib segunda inyección (según. Glenny y Südmbbsen).
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4. Si el anticuerpo fuera 
formación del antígeno por

un producto que resultara de la trans­
formación del antígeno por un proceso humoral, no cabe duda que 
por sangrías profundas sería posible reducir permanentemente su 
concentración en la sangre e incluso en ocasiones hacerlos desapare­
cer. Sin embargo, este hecho no se produce, ya que la reducción de 
¡a cantidad de anticuerpos conseguida por este mecanismo es, en ge­
neral, transitoria y suele ir seguida de una nueva-elevación hasta al­
canzar el nivel anterior e incluso hasta sobrepasarlo [E. Roux y 
Vaillard, C. J. Salomonsen y Th. Madsen, G. Dreyer y Schró-

tetánica (Ai Knorr) y después, también, (para bacterias muertas 
[E. Friedberger (1902)], para eritrocitos de otra especie (E. Fried 
bergEr y Dorner) y, finalmente, para los llamados anafilactógenos, 
entre los cuales, por ejemplo, la dosis mínima de ovalbúmina que 
sensibiliza a un cobayo por vía subcutánea se reduce a 0,00005 m&- 
[G. H. Wells (1908)]. Autores posteriores han corroborado esta 
desproporción entre las cantidades de antígeno administrado y de 
anticuerpo producido, utilizando, en parte, métodos cuantitativos más 
exactos [W. W. C. ToplEy (1930), M. Heidelberger, F. E. Kendall 
y Check M. Soo Hoo, A. M. Pappenheimer (1940), S. B. Hooker 
y M. C. Boyd (1931)].

La objeción de que el antígeno pudiera desdoblarse y que cada fragmento 
diera lugar a una molécula de anticuerpo resulta actualmente indefendible por 
razones cuantitativas; A. M. Pappenheimer (1940) calcula que el peso del 
anticuerpo producido es diez mil veces más elevado que el del antígeno .inyec­
tado. Además se conocen hoy antígenos, definidos químicamente, con un único 
o un corto número de “determinantes inmunológicos”, de modo que por la 
fragmentación resultarían porciones inactivas o inespecíficas (M. Maciieboeuf 
y M. Faure).

P. Jordán (1940) concibe la formación de anticuerpos como un proceso de 
dos fases; tn la primera se formaría una cantidad relativamente pequeña de 
moléculas de anticuerpo con la participación del antígeno, y en la segunda esta 
cantidad de anticuerpos, surgidos en la sangre como una neo-formación, actua­
ría, a su vez, como antígeno, para la formación de nuevas cantidades de anti­
cuerpo, dando lugar a una producción ulterior de anticuerpos idénticos. En 
ambas fases se trataría de un proceso catalítico; en la primera actúa como 
catalizador el antígeno, que origina moléculas distintas a él, mientras que en 
la segunda se trata de un aumento autocatalítico, es decir, de una autoproduc- 
ción de las moléculas del anticuerpo que actúa como antígeno secundario. Esta 
hipótesis aclararía ciertamente la discrepancia entre la cantidad de antígeno 
administrado y la de anticuerpos producidos, pero, desgraciadamente, la segun­
da (y más importante) parte del proceso postulado, carece de apoyo experimen­
tal, ya que no puede demostrarse que la incorporación de un anticuerpo a un 
animal normal dé lugar a la formación de más anticuerpos del mismo tipo.

: i
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der]. Sin embargo, como hacen notar Salomonsen y MadsEn, este 
efecto de la sangría no se produce siempre.

Aun no se ha explicado satisfactoriamente por qué la sangría actúa del modo 
indicado. W. W. C. Topley y G. S. Wilson señalan, con razón, que cuando un 
animal inmunizado por vía activa, en cuyos vasos circula sangre que contiene 
anticuerpos, se somete a una sangría profunda o muy reiterada, deben actuar en él 
dos factores contrapuestos. De no existir una compensación, la pérdida de sangre 
rebajaría el título de los anticuerpos; hay que investigar cuál es el mecanismo 
de esta reposición de anticuerpos. Considerando lo poco constante que resulta 
su efecto, E. Friedberger y Dorner expusieron la opinión de que da sangría 
actúa sobre las células productoras de anticuerpos como im'estímulo inespecifico; 
con esta hipótesis concuerda la observación de que la producción de anticuerpos 
también puede exaltarse cuando se sangra antes de la inmunización o en él curso 
de ella. [Friedberger y Dorner, L. Hektoen y J. A. Carlson, H. Hahn y 
H. Langer, R. Tromsdorff (1921)] Como se conocen diversos estimulantes in­
específicos de la producción de anticuerpos que exaltan tal formación o la desen­
cadenan de nuevo si había cesado, expondremos aquí sucintamente la acción de 
la sangría.

H. Sahlt intentó sustituir esta solución, sin duda poco satisfactoria, por la 
hipótesis de que cualquier descenso de la cantidad de anticuerpos en la sangre 
provoca automáticamente una regeneración compensadora, e incluso hipercom- 
pensadora, con el fin de cubrir el déficit producido; es decir, la acción de la 
sangría habría que situarla en el mismo lugar que la “regeneración normal de 
los componentes de la sangre gastados o sustraídos”. Si¡n embargo, el funda­
mento mismo de esta opinión es insostenible, ya que los anticuerpos no son “com­
ponentes normales de la sangre”. Los anticuerpos incorporados por vía pasiva 
desaparecen espontáneamente del organismo y no se renuevan cuando se reduce 
su concentración mediante sanarías [R. Doerr (1929, b, pág. 831), M. Heidel- 
berger, H. Treffers, R. Schónheimer, S. RJatner y Rittenberg]. Sahli des­
conoce manifiestamente que el fenómeno de la sangría sólo puede provocarse en 
animales inmunizados por vía activa; asimismo, en la época de su publicación 
(1920) aún no estaba establecido con seguridad, o al menos no se reconocía uni­
versalmente que los anticuerpos fueran seroglobulinas modificadas. Considerando 
estas dos circunstancias, Topley y Wilson creen probable que la extracción de 
sangre actúe sobre la producción de anticuerpos, estimulándola en el mismo sen­
tido que estimularía la producción de las proteínas normales del suero, a saber: 
con una reacción activa desencadenada por la pérdida sufrida. Naturalmente, no 
se trata más que de una opinión, pero que pudiera defenderse por investigaciones 
experimentales [S. C. Madden y colaboradores (1938, 1940)] con ayuda de la 
técnica denominada “plasmaferesis”, desde un punto especial, a saber, investi­
gando su efecto sobre las proteínas del plasma sanguíneo. La plasmaferesis con­
siste en extraer diariamente sangre a animales adecuados (perros) y compensar 
la pérdida de hematíes por la inyección intravenosa de la misma cantidad de 
ellos, pero suspendidos en disolución isotónica de cloruro sódico. Los perros 
simultáneamente se alimentan por una dieta pobre en proteínas. Se -saca la con­
clusión de que en el organismo del perro debe existir una gran reserva de mate­
rial apto para la formación de proteínas del .plasma, porque sólo al cabo de dos 
y ¡hasta seis semanas de continuar las sangrías diarias no se agota el plasma
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sanguíneo. Durante este tiempo el déficit se cúbre continuamente, y sólo después 
de agotadas las reservas, si se suprimen por completo las proteínas de la dieta, 
se atacan las proteínas del cuerpo, ya que el animal no puede producir, a expen­
sas de los albuminoides de su organismo, sino cantidades mínimas de proteínas 
del plasma. Así se demuestra que las proteínas sustraídas al plasma se sustituyen ' 
por una reserva siempre disponible, y puede aceptarse que lo mismo sucede con 
los anticuerpos en animales inmunizados por vía activa de modo persistente, 
ya que los anticuerpos pueden considerarse como globulinas inmunes (véase pá­
gina ^3).

En la misma categoría que la regeneración de los anticuerpos per­
didos por sangría hay que colocar el hecho de que cobayos hembras, 
a los que se inyecta por vía subcutánea, una sola vez, una dosis mínima 
de suero de caballo (0,002 c. c. = 0,0002 g. de proteína de otra especie), 
engendran durante un año a un año y medio hijos con anafilaxia pasiva; 
a 1a sangría corresponde, en este fenómeno, la cesión de anticuerpos 
al hijo [R. Doerr y S. Seidenberg (1931), Br. Ratner y H. L. 
Gruhel (1931) ]

5. Si el determinante inmunológico de un antígeno químicamente 
específico contiene una sustancia (arsénico, colorante azoico) que pue­
da descubrirse, aun estando en muy pequeña cantidad, por la inmuni­
zación, con tal antígeno se obtienen antisueros en que no puede de­
mostrarse la sustancia determinante de la especificidad, aunque se 
apliquen los métodos analíticos más sensibles. Demostraron este hecho 
por primera vez R. Doerr y H. Friedli y E. BergEr y H. Erleit- 
meyer (1932 a, b), dirigidos por Doerr, y más tarde, M. HeidEl- 
eerger y F. E. Kendall (1930), S. B. Hooker y W. C. Boyd (1932), 
F. Haurowitz, M. Vardar y P. Schwerin. Tampoco fué posible 
descubrir incidido en un anticuerpo el ‘‘resto del antígeno” con auxilio 
de la sensibilísima reacción anafiláctica (E. Wollman y M. Bardacii).

6. Si se inyectan animales con un antígeno marcado químicamen­
te (por ejemplo, una azoproteína o yodoglobulina que contengan arsé­
nico), éste desaparece rápidamente df la sangre circulante; de forma 
que puede quedar eliminado del torrente circulatorio en su mayor par­
te al cabo de pocas horas, y en su totalidad transcurridas veinticuatro. 
Si se investigan los distintos órganos, en ellos se encuentra el antígeno 
marcado, y su distribución no corresponde a la sangre que contengan, 
sino a su riqueza en células retículoendoteliales (productoras de fago­
citos) ; el máximo contenido en el elemento indicador (As o I) corres­
ponde al hígado, y en segundo lugar, a la medula ósea [F. Haurowitz 
y F. Breinl (1932), F. Haurowitz y F. Kraus]. Estos hechos no 
pueden compaginarse con la opinión de que lai "transformación del 
antígeno en los anticuerpos” se produce en la sangre; refuerza, por
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el contrario, la hipótesis, más antigua, que considera el tejido retículo- 
endotelial como el lugar donde se iforman los anticuerpos [consúltese, 
entre otros autores, a E. MetschnikofF, R. Pfeiffer y E. Marx, 
R. BiEling y S. Isaac, F. Standenath y R. Bieling y colaboradores].

7. En los cultivos de tejidos a los que se añade antígenos (sueros 
o eritrocitos de otra especie, bacterias muertas) se observa la produc­
ción de precipitinas, hemolisinas. aglutininas y bacteriolisinas [A. 
Carree y R. Ingebrigtsen, P. Przygode, F. Schilf, K. Meyer y 
Lowenthal]. Se utilizaron cultivos de tejido de bazo, medula ósea, 
glándulats linfáticas, epiplón, todos los cuales poseen en su estructura 
elementos letículoendoteliales.

Ahora bien: estos experimentos no pueden considerarse concluyentes. Hay 
comunicaciones Que exponen resultados negativos [M. H. Kuczynski. E. Ten- 
kenbaum y A. Werthemann], y en la mayor parte de las que registran resulta­
dos positivos no se efectúa la totalidad del proceso en el tejido en fase de cul­
tivo, sino que la formación de anticuerpos sólo se consigue cuando el contacto 
del tejido con el antígeno tuvo lugar en el animal vivo, es decir, cuando se 
cultivan tejidos de animales a los que algún tiempo antes se inyectó el antígeno 
(Tsai Len Hwon, R. C. Parker). Según Tsai Len Hwon, no es preciso que 
se prolontgue el contacto antigéniteo producido in vivo; si una a tres horas después 
de administrar una inyección intravenosa de anatexina diftérica a conejos, se 
matan los animales y se cultiva tejido de su bazo, se observa en el cultivo el 
desarrollo de la antitoxina. Es muy notable la observación efectuada por los 
mismos autores de que no pueda demorarse mucho el período de actuación del 
antígeno en el animal vivo; un mes después de haber administrado tres inyec­
ciones de anatoxina, el bazo de los animales ya no podía formar en los cultivos 
nada de antitoxina, si bien el suero del conejo todavía contenía el anticuerpo.

Aunque se comprobara, como cabe esperar de los datos anteriores, que tam­
bién da lugar a la formación de anticuerpos el contacto del antígeno in vitro, 
habría que preguntarse si las sustancias de la porción líquida de los cultivos que 
actúan como anticuerpos son realmente productos de las células en proliferación; 
cabe también pensar en procesos de moldeado del tipo de los descritos por Pauling 
y Campihx.l (véase a continuación).
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INTENTOS DE CONSEGUIR “IN VITRO” SUSTANCIAS 
QUE ACTUEN COMO ANTICUERPOS (i)
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í(i) No se consideran comunicaciones antiguas refutadas posteriormente.
1(2) Esta edición apareció después de la muerte de K. Landsteinkr. acaecida 

en junio de 1943. Sin embargo, la opinión sobre los resultados de Pauling debe 
atribuirse, indudablemente, a Landsteiner mismo y no a su hijo, E. K. Lands- 
TEINEr, que se encargó de redactar dicha edición.

En ¡1942, Pauling.y Campbell (1942 a) comunicaron que habían 
conseguido obtener in vitro, sin auxilio de células, por un procedimien­
to extraordinariamente sencillo, anticuerpos específicos.

Mezclaron y-globulinas de suero vacuno (también obtuvieron re­
sultados positivos con otras globulinas o albúminas) con haptenos (co­
lorantes azoicos de alto peso molecular o un polisacárido específico del 
neumococo tipo III); calentaron la mezcla a 55-65° y dejaron enfriar 
lentamente; en otros experimentos alcalinizaron la mezcla y restable­
cieron paulatinamente la primitiva neutralidad. De este modo obtuvieron 
anticuerpos artificiales que dieron siempre precipitaciones específicas 
con los haptenos empleados, y en el caso de los polisacáridos del neumo­
coco aglutinaron, además, específicamente los neumococos del tipo III.

Explicaron e! proceso suponiendo que las cadenas peptídicas de las 
proteínas del suero apelotonadas esféricamente se desplegaban (“des­
ovillaban”) y se adaptaban al hapteno, constituyendo una especie de 
matriz de éste: en su opinión, después de separar el hapteno persiste 
su vaciado plástico en la molécula proteica, y esta impronta determina 
la especificidad de las proteínas y su capacidad de reaccionar con el 
hapteno (véase pág. 78). En el mismo año publicaron sus autores un 
informe más extenso sobre estos experimentos [Pauling y Campbell 
(1942 b)] ; hasta la fecha, la literatura científica no ha insistido en la 
corroboración de los resultados consignados. En la nueva edición de 
su obra The Spepificity of serological réactions (2), K. Landsteiner
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P) Los contra-antigenos de J. Loiseleur.

------- J

Loiseleur (1938 a) obtiene sus contfa-antigenos (contre-antigénes) 
cambiando los signos de las cargas electrostáticas de ciertas agrupa­
ciones atómicas, existentes en las moléculas de proteínas (ovalbúmina,

(1945) se manifiesta reservado; opina que hay que efectuar numerosas 
reacciones cruzadas, así como obtener precipitinas para antígenos pro­
teicos y células para poder emitir un juicio concluyente acerca de las 
analogías que presentan, en cuanto a su especificidad, las disoluciones 
de proteínas tratadas del modo descrito con los anticuerpos obtenidos 
en el organismo animal. No obstante, LandsteinEr reconoce que si 
se establece con certeza que las proteínas pueden recibir, hasta un 
cierto grado, por un procedimiento artificial, una determinada configu­
ración, pudiera avanzarse mucho en la comprensión de la especificidad 
de los anticuerpos, así como en el estudio de la estructura de las pro­
teínas e incluso llegar a enfocarse estas cuestiones desde puntos de 
vista nuevos.

Las conclusiones de Pauling y Campbell fueron estudiadas en 
publicaciones europeas por R. Doerr (1944), brevemente, y en lo que 
respecta a su significación principal, y por P. Jordán (1944). que las 
sometió a crítica. Este autor no combate la exactitud de los datos de 
Pauling, para lo que no estaría autorizado por carecer de experimen­
tos propios; pero opina que “las valiosas pruebas con molde” de los 
autores americanos no pueden esclarecer por completo las condiciones 
en que se forman los anticuerpos en el organismo. Según Pauling, 
sobre el patrón de una molécula de antígeno no puede formarse sino 
una sola mol-cula de anticuerpo; por consiguiente, la enorme des­
proporción entre el número de moléculas de antígenos y anticuerpos 
sólo podría» explicarse suponiendo que la misma molécula de antígeno 
se recubre un gran número de veces que han de sucederse con 
una gran velocidad (calcula Jordán que a un ritmo máximo de 
103 por segundo); por otra parte, también combate P. Jordán la opi­
nión de que puedan obtenerse formaciones esféricas (“esferoproteí- 
nas”) por el apelotonamiento de cadenas de polipéptidos, con lo que 
impugna, por consiguiente, el fundamento mismo de la interpretación 
que da Pauling a los resultados de sus experimentos (véase pág. 10). 
Sin embargo, no sólo Pauling, sino otros autores competentes (R. 
Signer, W. Kuhn), consideran muy probable que las moléculas fili­
formes y ante todo las de proteínas, puedan apelotonarse y desovillarse.
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Por una combinación adecuada de ambos procedimientos obtuvo Loise- 
LEur contra-proteínas, que difieren poco, en' cuanto a> su estructura 
química, de las proteínas de partida, pero cuyos grupos atómicos po­
seen cargas opuestas. Si se mezclan con las proteínas de que proceden, 
se fijarán a ellas por la atracción de todas las cargas contrarias, y la 
neutralización mutua de éstas cargas provocará la precipitación de) 
complejo. El resultado correspondió a la previsión teórica, y si se mez­
cla una disolución de ovalbúmina con una disolución de contra-oval- 
búmina, crece la viscosidad, a consecuencia del aumento de tamaño de 
las partículas, y a continuación se produce una floctilación (Loiseleur, 
1938 b)-

La reacción resulta específica. El contra-antígeno de la ovalbúmina 
actúa sólo sobre ésta, pero no provoca el aumento de viscosidad ni la 
precipitación si se mezcla con disoluciones de caseína, edestina o ge­
latina. También se observa una estricta especificidad, análoga a la de 
las reacciones con los anticuerpos propiamente dichos, en otros pares 
de antígenos y contra-antígenos [J. Loiseleur (1938 b, 1938 d), 
Loiseleur y Th. Caillot, Loiseleur y C. Crovisier]. El contra- 
antígeno de un antígeno tóxico resulta ser como la antitoxina, innocuo, 
y puede neutralizar la pareja tóxica (tal sucede con el veneno de cobra 
o de víbora); la especificidad presenta los mismos límites que se obser­
van en la neutralización de los venenos de serpientes mencionados por 
sueros antiserpiente [J. Loiseleur (1938 c, 1938 d, 1939)]- Resulta 
de gran interés el hecho de que el contra-antígeno no posea ya las pro­
piedades inmunológicas del antigeno de que procede. Por ejemplo, es*

El resultado deseado se obtiene, como puede verse, por la satura-* 
ción de la carga negativa del ácido por una de las dos cargas positivas 
del ión Cu++, mientras que la otra se neutraliza por OH“, Cl—, etc.

Para cambiar en negativa la carga de los grupos electropositivos 
se utilizó CS2, que transforma el grupo amino en tiosulfocarbamida 
negativa:

veneno dé cobra). Para transformar las cargas negativas en positivas 
se trataron las proteínas con Cu, como se expresa en el siguiente es­
quema :

NH,

CO2H
NHCSS “ 4- Na +

CO, “ 4- C« ++ 4- OH ~ 
NHa

■

íi

i
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Ju<o de embriónJa<o de embrión Ovalbúmina

y) Antitoxina diftérica y h&maglutinina.

CuSO¿ 
io°/o 

(Cátodo)

En este caso no se trata de la obtención de un anticuerpo en tubo 
de ensayo, sino de la transformación de un anticuerpo en otro de espe­
cificidad y manera de actuar heterólogas. Existen puntos de contacto 
entre estas investigaciones y las de Pauling y Loiseleur que justifican 
su inclusión en este lugar.

Cu O, 
10°/o 

(Anodo)

Los trazos verticales representan membranas de celofán que sepa­
ran células de electrodiálisis. Los iones Cu++ que llegan al jugo de 
embrión consignado a la izquierda del esquema se ligan a él liberando 
una cantidad equivalente de iones que se transportan a la ovalbúmina, 
donde quedan fijados en parte; a partir de la derecha (del cátodo) se 
efectúa un proceso análogo, pero inverso, con los iones negativos 
SO4~. Como resultado de este doble transporte de iones se obtiene el 
contra-antígeno de la ovalbúmina, el cual, según los datos de Loise- 
leur, posee las mismas propiedades del preparado obtenido mediante 
su técnica en dos fases. En lugar de jugo de embrión puede utilizarse 
también, según Loiseleur (1939), extracto de órganos (timo, glándu­
las linfáticas o suero de caballo calentado una hora a 70o).

Los resultados de Loiseleur tampoco han sido confirmados hasta 
la fecha.

imposible inmunizar ,animales (ratones) de modo activo contra el ve­
neno de cobra por tratamiento con dosis crecientes de un contra-antígeno 
obtenido a partir del veneno de cobra [P, LépijíE (1932), J. Loiseleur 
(1942 a)]. La especificidad inmunológica de un antígeno desaparece si 
se transforma en el contra-antígeno correspondiente; las comunicacio­
nes aparecidas no esclarecen si la especificidad desaparecida se susti­
tuye por una nueva [P. Lépine (1942), J- Loiseleur (1942 a)].

J. Loiseleur (*939) ha dado a conocer otro método para obtener 
contra-antígenos a partir de antígenos proteicos, en el que la trans­
formación de los grupos negativos en positivos y la de los positivos 
en negativos se efectúan simultáneamente. El autor ilustra su técnica 
por el esquema siguiente:
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Hans SeemülLer (1943) inmunizó conejos con hematíes de co­
bayo y toxina diftérica. Debido a su contenido en hemotoxina, el suero, 
de tales conejos, inyectado subcutáneamente en dosis suficiente, mataba 
en tres días al cobayo. Pero si se añadía al suero una determinada 
cantidad de toxina diftérica, la muerte de los cobayos se retrasaba o 
se impedía.

Por variaciones de esta .prueba fundamental llegó a la conclusión 
de que la toxina funciona como un “elemento de enlace” (es decir, 
como un “amboceptor”, según la terminología de Ehrlich), que se 
combina, por una parte, con la antitoxina, y por 1a otra, con la hemá- 
ghitinina. El enlace mencionado en segundo lugar está en manifiesta 
contradicción, no aclarada por el autor, con las reglas hasta ahora 
conocidas sobre la especificidad de las reacciones entre antígeno y anti­
cuerpo. Experimentos análogos efectuados con la toxina tetánica dieron 
un resultado rotundamente negativo, lo que pone de manifiesto que 
existe “una diferencia fundamental entre el mecanismo de inmunidad 
de la difteria y el del tétanos, debido a que 1a capacidad de combina­
ción de las toxinas es de un orden diferente”. La hemaglutinina no 
solamente se combina y neutraliza por el complejo toxina -f- antitoxina, 
sino también por el toxoide diftérico solo; la combinación con el to- 
xoide, incluso después de abandonar largo tiempo la mezcla de la 
reaicción, puede disociarse por adición de antitoxina y con ello apa­
rece de nuevo el efecto patógeno de la hemaglutinina [H. Seemüller 
(1945)]. Por el contrario, la hemaglutinina, después de haberse com­
binado con la toxina, no puede regenerarse por adición de antitoxina; 
tampoco es posible inactivar la hemaglutinina si se la añade a una 
mezcla neutra y consolidada de antitoxina diftérica y toxina (o toxoi­
de). H. Seemüller (1945) interpreta este resultado suponiendo que 
la avidez de la toxina (o del toxoide) para la antitoxina diftérica es 
mayor que para la hemaglutinina. Partiendo de la suposición de la 
afinidad bivalente de la toxina diftérica plantea Seemüller otros 
experimentos en los que, según sus datos, “mediante hemaglutininas 
y precipitinas de estructura semejante consigue anticuerpos, prepa­
rados sin emplear el antígeno específico (la toxina diftérica), que se 
comportan funcionalmente como los anticuerpos diftéricos; es decir, 
que neutralizan la toxina diftérica”. El medio para transformar las 
proteínas específicas en anticuerpos capaces de neutralizar la toxina 
diftérica consiste, según la expresión de H. Seemüller (1944), en 
“un pase por un organismo de otra especie”. Por ejemplo: se inmu­
nizan conejos con suero de cobayo o suero humano, y los antisueros 
con precipitinas que así se obtienen se inyectan a cobayos normales
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de 300 g. en dosis subcutáneas de 1-2 mi.; a los dos o tres días de 
haber sufrido este tratamiento, 1os cobayos pueden soportar una dosis 
de toxina diftérica necesariamente letal. Y análogos resultados se 
obtuvieron inyectando suero de conejo con aglutininas para la sangre 
humana, aunque en este caso los resultados de la “vacunación” no 
eran tan constantes como en los experimentos con precipitinas. •

H. Seemüller (1944) interpreta estos experimentos, como se se­
ñaló antes, suponiendo que las precipitinas y hemaglutininas se trans­
forman en el cuerpo del cobayo en antitoxina diftérica. Como la 
protección contra la toxina diftérica sólo aparece tras una incubación 
de cuarenta y ocho horas, parece ser que dicha transformación re­
quiere determinado tiempo. Sin embargo, sorprende, y especialmente 
si se considera la hipótesis del autor, que sea limitada la duración de 
la protección, ya que los cobayos, a los cuatro-siete días de recibir los 
antisueros, vuelven a quedar tan sensibles a la toxina como los ani­
males normales. Por otra parte, aun manteniéndose dentro del inter­
valo conveniente, el efecto protector es escaso, ya que sólo alcanza a 
defender de una dosis letal; debe ser, según esto, muy pequeña la 
cantidad de antitoxina producida por la transformación de 1-2 mi. de 
antisuero precipitante o hemaglutinante de título elevado (1 : 1000). 
Por último, puede neutralizarse in vitro el efecto mortal de un anti­
suero de conejo capaz de aglutinar eritrocitos de cobayo, por la simple 
mezcla con toxoide diftérico; la hemaglutinina, en un experimento 
conducido de este modo, se comporta como.la antitoxina diftérica y 
no resulta claro por qué motivo requiere una incubación de dos a tres 
días en aquellos experimentos en los que se busca por la misma hema­
glutinina una proteccción contra la toxina diftérica. No es muy con­
vincente la explicación de Seemüller (1944); opina que la prueba 
de la mezcla in vitro únicamente establece la capacidad reaccional de 
combinación, pero que las distintas capacidades de neutralización (para 
la toxina diftérica) tan sólo se consiguen mediante una transforma­
ción in vivo. En definitiva, lo que se deduce de los experimentos es 
simplemente: 1. La hemaglutinina antihematíes del cobayo resulta 
innocua para los cobayos si se la administra mezclada con toxoide 
diftérico. 2. Dicha hemaglutinina no puede neutralizar in vitro a la 
toxina diftérica, pero protege débilmente contra ésta si se la inyecta 
en condiciones muy determinadas dos días antes de administrar la 
toxina. Todo lo demás es hipotético.

Se debe aguardar a nuevos experimentos antes de tomar posición 
frente a los resultados experimntales de estas investigaciones y a su 
interpretación por H. Seemüller. T. Reh, M. Armangué, E. Novel
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y O. Dedie discuten la posibilidad de que los venenos de caldos desig­
nados como “toxina diftérica0 y “toxoide diftérico", y sus derivados 
íormolados (anatoxinas), pudieran contener como “impurezas” o “las­
tre” sustancias del tipo del antígeno de Forssmajn y que estos antígc- 
nos accidentales sean los que se combinen con las aglutininas de 
cobayo, neutralizando los efectos perniciosos de éstas para estos ani­
males. La cuestión hasta ahora no aparece clara [véase Seemüller 
(1945) y las observaciones polémicas de Armangué].

f¡

En una revisión del conjunto de las pruebas citadas, en las que 
pudiera apoyarse la posibilidad del origen humoral de los anticuer­
pos, lo primero que salta a la vista es que no existe entre ellas nin­
guna unidad íntima. La idea fundamental, o la observación, que ha 
llevado a obtener “anticuerpos artificiales” es tan distinta de un tra­
bajo a otro como difieren entre sí los métodos. Pauling y Campbell 
utilizan como productos de partida haptenos y proteínas del suero 
normal, sobre las que aquéllos actúan físicamente; Loiseleur no 
necesita sino antígenos proteicos, y consigue su transformación en 
contra-antígenos por sustituciones químicas; por último, Seemüller 
utiliza anticuerpos heterólogos, a los que transforma en otros anti­
cuerpos por pases por un organismo.

Para la discusión del origen humoral de los anticuerpos prescin­
diremos, ante todo, de los datos de Seemüller porque sólo se refie­
ren a un único anticuerpo, la antitoxina diftérica. Aunque no sea 
imposible, resulta sumamente improbable que dicha antitoxina difiera 
en este respecto de todos los restantes anticuerpos y de todas las otras 
antitoxinas. No es de esperar, por consiguiente, que las comunicacio­
nes de Seemüller trastornen nuestra concepción acerca de la for­
mación de los anticuerpos.

Los resultados obtenidos por Pauling y Campbell, así como los 
de Loiseleur, pudieran poseer validez general; pero estos autores 
obtienen sus preparados en condiciones distintas de las orgánicas. Con­
tra Pauling y Campbell pudiera objetarse especialmente que la inyec­
ción intravenosa de un hapteno no conduce, como es sabido, a la 
formación de anticuerpos, y que los anticuerpos producidos en el 
organismo son siempre globulinas inmunes, pero jamás albúminas 
inmunes (véase pág. 40). A Loiseleur podría hacérsele la objeción
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de que en el organismo los anticuerpos no se producen a partir del 
antígeno, ya que demuestran lo contrario los experimentos efectuados 
con antígenos marcados químicamente, i

Por todo ello conservan su validez los argumentos expuestos en 
las páginas 4 a 9, que abogan por el origen celular de los anti­
cuerpos.
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Aunque, como consecuencia de la situación descrita, parece afir­
marse que los anticuerpos se producen en células vivas que los ce­
den al medio circundante (linfa de los tejidos, plasma sanguíneo), 
no por ello queda resuelto el problema de la relación genética entre e] 
antígeno y el anticuerpo. La hipótesis de Ehrlich de que el anti­
cuerpo está ya preformado en las células y que es, por consiguiente, 
u*n producto normal del metabolismo celular, resulta insostenible des­
pués de que E. P. Pick y Obermayer, así como K. Landsteiner, 
han demostrado que pueden obtenerse antígenos artificiales de espe­
cificidad química, en número prácticamente ilimitado y con determi­
nantes inmunológicos que no poseen ninguna relación con 1a vida 
sana. Sería absurdo pensar que las células estuvieran abastecidas con­
tra sustancias desconocidas para/ ellas y en tan enorme número.

Por ello ha ocupado el lugar de la de Ehrlich una nueva con­
cepción, a saber: la del 'estímulo y la respuesta al estímulo. El estí­
mulo se produce cuando el antígeno se pone en contacto con células 
productoras de anticuerpos, y la respuesta al estímulo sería la pro­
ducción de anticuerpos, en una especie de secreción interna (R. Pfei- 
ffer, Bieling, H. Sahli y otros). Pero como el anticuerpo producido 
se relaciona específicamente con el antígeno, al que debe su produc­
ción, hay que atribuir a la especificidad química de la sustancia esti­
muladora, y no a las peculiaridades funcionales de las células secreto­
ras, las características del producto de la secreción en lo que respecta 
a la especificidad. A primera vista/ esto parece estar en contradicción 
con toda la experiencia fisiológica. En el (fondo, la dificultad es la misma 
que en la teoría de Ehrlich : radica en la innumerable cantidad de 
antígenos y anticuerpos que a menudo se han comparado con el cúmulo

I
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de combinaciones orgánicas. Pueden seguirse dos caminos para orillar 
este obstáculo. El primero consiste en investigar las propiedades de los 
productos de secreción considerados, es decir, en 'establecer la natura­
leza de los anticuerpos; el segundo, en determinar el lugar dónde pudie­
ran producirse tales sustancias. Sobre estos fundamentos habrían de 
apoyarse las ulteriores investigaciones sobre la transformación de los 
antígenos en sus anticuerpos.
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(i) Los datos de K. Matsumoto deben comprobarse y completarse cuida­
dosamente; este autor comunica que en los órganos (bazo, hígado, riñón) de 
cobayas sensibilizados por vía activa con suero de caballo, ha pedido demos­
trar una precipitina muy activa cuando este anticuerpo ya había desaparecido 
de la circulación, y que en este período el estajdo anafiláctico había alcanzado 
<su máxima intensidad. Los órganos mencionados no pertenecen, sin embargo, 
a los “órganos del choque” del cobayo, a los que habría de atribuirse un con­
tenido máximo de anticuerpos "sésiles”.

Se conocen dos formas de anticuerpos: los de la primera son com­
ponentes del plasma sanguíneo (del suero sanguíneo) o de diferentes 
líquidos orgánicos (leche, linjfa, líquido cerebroespinal, etc.); los de 
la segunda se acusan por modos de actividad que poseen la misma 
especificidad reaccional que los anticuerpos de la primera clase; pero, 
en oposición a éstos, quedan anclados en ciertos órganos de los ani­
males de experimentación que se encuentran en estado de anañlaxia 
activa o pasiva. Sólo la primera forma, llamada “humoral”, puede 
investigarse química y físicamente, y, por consiguiente, todo lo que 
en este respecto se diga sobre la naturaleza de los anticuerpos se re­
fiere a dicha primera forma. '

Los anticuerpos de la segunda forma, que suelen denominarse 
“sésiles” o “celulares”, no pueden separarse de los tejidos en que 
existen (i). Su presencia se descubre simplemente porque los órga- 
nos o tejidos que los contienen reaccionan con el antígeno específico 
□1 ponerse en contacto con éste, en oposición a lo que hacen los órga­
nos-testigo normales. Como no pueden aislarse, se .ignora en qué 
difieren de los de la primera forma en cuanto respecta a sus propie­
dades físico-químicas. Ahora bien: en lo que concierne a sus relacio-

■

■
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nes inmunológicas, ambas formas son siempre idénticas, ya que su 
formación se debe al mismo antígeno y reaccionan con éste o con 
haptenos de igual especificidad (J. Tomcsik y Kurotchkin). Como, 
por otra parte, la segunda forma puede obtenerse por vía pasiva 
incorporando a un animal normal un antisuero que contenga la pri­
mera ¡forma, puede suponerse, con gran probabilidad, que entre am­
bas formas no deben existir diferencias considerables.

Investigaciones muy diversas sobre sueros inmunes que contienen 
anticuerpos han puesto de manifiesto que las proteínas de tales sue­
ros se comportan frente a diferentes agentes (calor, digestión péptica 
o trípsica, sustancias que precipitan proteínas) como los anticuerpos 
demostrables por sus funciones inmunológicas. Aquí no tiene objeto 
recoger la numerosa literatura y los innumerables datos pertinentes 
a este punto; en las obras especiales [K. Landsteiner (1933, 1936, 
1945), H. G. Wells (1929), J. R. Marrack (1938), J. Bordet 
(1939)] se encuentra la prueba de este paralelismo, que en la actua­
lidad se acepta universalmente. Estas aseveraciones podrían inter­
pretarse en el sentido de que los anticuerpos están tan íntimamente 
combinados con las proteínas del suero que también sufren ellos mis­
mos los ataques que desnaturalizan o destruyen tales proteínas; o 
bien admitirse que los anticuerpos son sustancias que poseen igual 
estructura que las proteínas del suero. La tercera posibilidad, a sa­
ber : que poseyeran casualmente la misma resistencia que las proteínas 
del suero, resulta improbable porque su comportamiento concuerda 
con el de ellas frente a un gran número de agentes muy diversos. 
Procedimientos nuevos permitirán decidir cuál de estas opiniones en­
cierra la verdad.

En primer lugar interesa recordar que han fracasado todos los 
esfuerzos para separar las proteínas de los sueros inmunes y los anti­
cuerpos; es decir, para obtener anticuerpos exentos de proteínas. Al 
enjuiciar datos que contradigan lo anterior (por ejemplo, los comuni­
cados por F. M. Hunton y colaboradores), hay que considerar que 
la sensibilidad de las reacciones serológicas es mucho mayor que las 
de ninguna reacción química de proteínas. Si, por ejemplo, al desdo­
blar complejos de antígeno y anticuerpo se 'obtienen disoluciones 
diluidas de anticuerpo en las que no puede demostrarse ninguna pro­
teína, esto no aporta una prueba decisiva para la existencia de anti­
cuerpos exentos de proteínas. En la mayoría de estos ensayos se 
perseguía, y de hecho se lograba, elevar la concentración del anti­
cuerpo, resultando finalmente preparados enriquecidos en el factor 
necesario para la reacción de inmunidad, por lo que se conseguía un
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resultado positivo con sólo unas y, e incluso unas décimas y hasta 
centésimas de y de sustancia [L. F. Felton (1932), H. v. Euler y 
E. Brunius].

Ya en 1903, E. v. Dungern observó que el examen de la preci­
pitación inmune encierra singulares posibilidades para fundamentar 
hipótesis sobre antígenos y anticuerpos.

Von Dungern inmunizó conejos con plasma de “octopus” y ob­
tuvo precipitinas que reaccionaban con el antígeno formando un 
precipitado. El plasma de octopus contiene un solo albuminoide, “mar­
cado químicamente”, la hemocianina, que contiene cobre. Para inves­
tigar si esta sustancia intervenía en la 'formación del precipitado y 
existía en el producto de 1a reacción antígeno-anti cuerpo, se investigó 
el contenido de cobre en éste; el resultado fué positivo. Si v. Dungern 
no dice explícitamente que participen en el precipitado las proteínas 
del antisuero es porque lo da ya por sentado. En efecto, E. P. Pick 
había demostrado en 1901-1902 que, a partir de cultivos de tifus, 
pueden obtenerse disoluciones que no dan reacciones de proteína, pero 
que con un suero inmune con precipitinas originan un precipitado 
proteico; por consiguiente, la proteína del precipitado sólo puede pro­
ceder del suero inmune.

El descubrimiento de un polisacárido del neumococo, específico 
de tipo, que si bien carece de la función antigénica en cuanto a la 
producción de anticuerpos, puede, no obstante, precipitar in vitro 
con el suero inmune correspondiente, permite repetir los experimen­
tos de E. P. Pick en una forma químicamente impecable y por ello 
mucho más demostrativa; los polisacáridos que actúan in vitro como 
antígenos (haptenos) están exentos de proteína, y, por tanto, las proteí­
nas que aparecen en el precipitado específico tienen que proceder de las 
proteínas del suero inmuñe [L. D. Felton y G. H. Bailey (1926 a), 
M. Heidelberger y F. E. Kendall (1929 b)]. Además, puede de­
mostrarse que 1a proteína del antisuero pasa al precipitado por haber 
reaccionado con el antígeno y no por haber sido adsorbida por éste 
de modo inespecífico; en efecto, si se adicionan proteínas coloreadas 
a las mezclas de un antígeno y de su antisuero, se observa que el 
precipitado inmune no arrastra con él a dicha proteína; por ejemplo, 
el precipitado procedente de reaccionar la seroglobulina de caballo 
con el antisuero correspondiente en una disolución, a la que se añade 
arsanilalbúmina de vaca, resulta de color blanco puro sin que se apre­
cie en él el color rojo de dicha proteína y sólo indicios mínimos de 
arsénico [M. Heidelberger y K. LandsTeiner (1923), F. Hauro- 
witz y F. Breinl (1933), J. Marrack y F. C. Smith] ; en cambio,

1
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dicha arsanilalbúmina roja da con su propio antisuero un precipitado 
rojo con fuerte contenido de arsénico.

Comportamiento de los anticuerpos en el fraccionamiento 
DE LAS PROTEÍNAS DE LOS ANTISUEROS

Motivos del interés especial que ofrecen las globulinas 
INMUNES

Por precipitación con su volumen de disolución de sulfato amó­
nico saturado, por diálisis, electrólisis, por dilución con agua des­
tilada, por acidulación, etc., 1as proteínas totales de cualquer suero 
normal o inmune pueden fraccionarse en dos porciones: las globulinas 
y las albúminas. Si se investiga un antisuero por cualquiera de los 
procedimientos nombrados, los anticuerpos aparecen, sin excepción, 
en la fracción de las globulinas, cualquiera que sea la naturaleza de 
ellos (antitoxinas, aglutininas, precipitinas, anticuerpos anafilácticos, 
etcétera). En conclusión, si se relaciona esto con los resultados expe­
rimentales antes mencionados, hay que admitir que los anticuerpos 
circulantes (“libres”) pertenecen a las globulinas del suero.

Las globulinas del suero (prescindimos del fraccionamiento, tam­
bién posible, de las seroalbúminas) pueden fraccionarse a su vez en 
dos porciones designadas con los nombres de euglobulinas y seudo- 
globulinas. No se ha encontrado ninguna ley general concerniente a 
si los anticuerpos pertenecen en su totalidad a una de las dos fracciones 
o si están repartidos en una determinada proporción entre ambas; 
la distribución parece depender de diversos factores, por ejemplo, 
de la especie del animal que suministra el suero, del tipo del anti­
cuerpo y, en todo oaso, del método, de fraccionamiento utilizado. Si 
la masa principal de los anticuerpos está contenida en una de las 
fracciones citadas de las globulinas, resultará muy ventajoso para 
purificar los sueros curativos, separar la otra fracción y, desde luego, 
la albúmina, que siempre está exenta de anticuerpos. Teóricamente, 
en lo que respecta a la cuestión de la naturaleza de los anticuerpos, 
no tiene, por consiguiente, ningún fundamento la diferenciación entre 
eu y seudoglobulinas, tanto más cuanto que J. Marrack y D. A. 
Duff dudan que estas fracciones, si se obtienen por los métodos de 
fraccionamiento primitivos, correspondan a proteínas puras, y que
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Fraccionamiento por electroforesis de las proteínas to­
tales DEL SUERO SANGUÍNEO NORMAL (A. TlSELIUS)
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En 1937, A. Tiselius pudo demostrar, con la ayuda de un aparato 
de electroforesis perfeccionado (1), que de un suero normal pueden 
aislarse cuatro proteínas bien caracterizadas que difieren entre sí por 
el punto isoeléctrico y por la velocidad de desplazamiento en un cam­
po eléctrico; se trata de una albúmina y de las tres globulinas a, 3 
y y- Como ejemplo se reproduce en forma esquemática el resultado 
de un experimento [A. Tiselius (1936 a, pág. 1472)] :

► ■ A

I

a

I 
fi• P
i;

■■ ‘

’.(i). La descripción de! aparato y las instrucciones necesarias para su manejo 
se encuentran en las publicaciones de A. Tiselius (1938 b, 1937 c, 1939-40). 
El método fue perfeccionado por L. G. Longworth y D. A. Macinnes, por 
J. iSt. B. Philpot, así como por H. Svensson. Existen publicaciones nuevas 
con esquemas instructivos que describen con claridad los fundamentos y el 
estado actual de la técnica electroforática y particularmente de la investiga­
ción electrof oré tica del plasma y del suero. sanguíneos y de la traducción cuan­
titativa de la velocidad de desplazamiento y de la proporción entre los diversos 
componentes proteicos. Se recomiendan especialmente las publicaciones siguien­
tes: E. Wiedemann (1944, 1945, 1946), D. A. Macinnes y L. G. Londworth 
(1944), H. A. Abramson, L. S. Mover y M. H. Gorin (1942).

además preexistan en el plasma o en el suero sanguíneos. Se duda 
que las “euglobulinas y “sendo globulinas” deban considerarse 
como proteínas especiales con existencia independiente en el plasma, 
creyéndose probable que, al aplicar la técnica de fraccionamiento, se 
altere su composición [The Svedberg y R. S. Siógren (1930), The 
Svedberg (1930) y A. Tiselius (véase a continuación)].

Los resultados obtenidos con los métodos de fraccionamiento em­
pleados hasta la fecha no excluyen, naturalmente, que, aplicando una 
técnica más depurada (por ejemplo, la electroferesis o la ultracentrifu- 
gación analítica), lleguen a aislarse componentes de las globulinas que se 
comporten como especies, desde el punto de vista físico-químico, y que 
puedan, además, considerarse como proteínas preexistentes en el sue­
ro (A. Tiselius). Entretanto, no se plantea “a prior i” la identifica­
ción de los anticuerpos con una globulina 'especial determinada, sino en 
qué sé distinguen las globulinas-anticuerpos (globulinas inniunes) de las 
otras globulinas de los sueros normales e inmunes. A continuación se 
considera este problema fundamental.
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Amortiguador PH

las velo.ci-

3

Globulina a:
— 3,34
— 6,16 

pH = 5,06

en
Globulina 0:

— 2,55
— 4,20 

pH = 5,13

cm!v — 1 seg ~ 1 X 105 
Globulina 7: 

+ 0,01 
— 1,51

pH = 6,0

Como puede observarse en la tabla, las 
dades de desplazamiento se acusan especialmente cuando se opera en 
medio alcalino. Los valores obtenidos con los sueros de diferentes 
especies animales son aproximadamente iguales, punto éste sobre el 
que hemos de volver. Si se analizan en el aparato de electroforesis 
las eu y seudoglobulinas obtenidas por precipitación con sulfato 
amónico, aparecen como mezclas, en proporciones variables, de las 
globulinas a, 0 y y, Que contienen además albúmina, lo que confirma 
las opiniones recogidas sobre el carácter de estos preparados.

Sin embargo, tampoco pueden considerarse como homogéneas las 
globulinas a, P y y obtenidas por el procedimiento ordinario de elec- 
trdforesis. Basta afinar el mismo análisis electroforético para de­
mostrar que el suero de la sangre humana normal contiene, al menos, 
seis componentes proteicos, a saber: dos a-globulinas (designadas 
como ai y 02), dos p-globu1inas (Pi y P2), una y-globulina y, por 
último, la albúmina; además, en el plasma se encuentra el fibrinógeno 
[H. Svenson (1939, 194b, 1941, 1943), E. J. Cohn, E. J. Cohn y co­
laboradores; H. T. Treffers (1944 a, 1944 b), W. C. Boyd (1943)]. 
Tampoco es unitaria la globulina y, ya que J. W. Williams, Peter- 
mann, Colovos, Goodloe, Oncley y Armstrong pudieron separar de 
la fracción de la y-globulina un 20 por 100 constituido por un producto 
que se sedimenta más rápidamente que el resto, aunque se comporta en 
todos los otros respectos, como y-globulina. En el diagrama siguiente 
(tomado de una publicación de E. J. Cohn, Oncley, Strong, Hugues 
y Armstrong) se representan estos resultados.

Todavía aparece mayor número dé componentes proteicos del 
plasma o del suero cuando, para aislar y caracterizar las fracciones 
del suero, se aplica, además de la electroforesis, la ultracentrifuga- 
Ción, los métodos de fraccionamiento por precipitación selectiva y las 
reacciones serológicas. - ■ ... . .

Velocidad de desplazamiento 
Albúmina:

— 4,60
- 7,15

pH = 4,64

TABLA 1.a

Velocidad de desplazamiento de los cuatro componentes proteicos de un suero- 
normal con los puntos isoeléctricos respectivos.

diferencias en

Fosfato...........................6,02
Fosfato...................... 8,03
Panto isoeléctrico.
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Ahora bien: cuando se insiste en el 'fraccionamiento de las proteínas 
del suero siempre hay que preguntarse si las porciones conseguidas 
corresponden a proteínas especiales preexistentes en el suero, o si se 
trata de productos originados por el proceso de fraccionamiento.

*

H s

Eig. 3.a El diagrama superior muestra Ja diferenciación electroforética de los com­
ponentes del plasma sanguíneo humano normal, hacia la izquierda en el brazo ascen­
dente y a la derecha en el descendente de da célula de electroforesis en forma de “U” ; 
la anomalía y la anomalía no corresponden a ninguna fracción especial de pro­
teínas, sino que proceden de la mezcla de la disolución amortiguadora empleada y 
del plasma sanguíneo que se investiga. El diagrama inferior corresponde a la ima­
gen electroforética de una fracción aislada de y-gilobulina, en Ja que pueden observarse, 
por un Jado, la pureza de la fracción (por la carencia de albúmina, de q y g-globulinas 
y de fibrógeno), y, por otra parte, la heterogeneidad de la y-globu3ina. Esta fracción se 
designa con un II en el esquema de E. J. Cohn (1945), que se reproduce en la pág. 27.

!bIhIiI

Por ejemplo, R. Kekwick pudo separar del suero de caballo una 
fracción de albúmina que, aunque parecía homogénea en las pruebas 
-de sedimentación y de electroforesis, al ser investigada con sueros 
precipitantes, resultó una mezcla [Kekwick, Gell y Yuill] .

03 rtj 2 <0 itlin
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albúminas

Fig. 4,* Explicación en el texto.
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resolutivo y prudente al someter todas las fracciones del suero que van 
obteniendo a pruebas de homogeneidad por la aplicación de los res­
tantes métodos; cuidan especialmente de que las fracciones corres­
pondan con las diversas funciones fisiológicas. Por encargo del Blood 
Substitutos Subcommitee of the National Research Council ameri­
cano, Cohn ha emprendido, con la colaboración de un equipo de es-

del volu^*

hipoproleineTnl* 1

-----

J. Rochk e Y. Derrien, que, limitándose a un í 
rencias de solubilidad), pretenden distinguir al menos 13 componentes 
del suero, dudan, sin embargo, de si esta diferenciación corresponde 
a la realidad. E. J. Cohn y colaboradores proceden, pues, de modo
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4

I
V. Resultado de los nuevos métodos de fraccionamiento del 
PLASMA SANGUÍNEO DE HOMBRES ADULTOS Y NORMALES (E. J. COHN)

Como puede observarse en el esquema publicado por E. J. Cohn 
(1945) (véase figura 4), se separan primeramente cuatro fracciones 
principales, a saber: I (fibrinógeno), II -f- III (y-globulina y una 
parte de la ^-globulina), IV (a-globulina y un componente de la 
p-globulina) y V (albúmina). Como se demostró que este fracciona­
miento era insuficiente, se obtuvieron subfracciones de las porciones 
principales I, II + III y IV; en especial, la II -J- III se desdobló 
en la II (sustancia protectora contra el sarampión), en la III-I (en 
la que se incluyen las isoaglutininas) y la III-2 (protrombina, enzima 
fibrinolítico, componente C’i del complemento); también se subdi­
vidió la fracción principal IV, en la que se encerraban el hiperten- 
sinógeno y el componente C’2 del complemento.

El siguiente esquema puede dar una idea de la medida en que se 
consiguió separar unas fracciones de otras (E. J. Cohn, Oncley, 
Strong, Hughes y Armstrong).

I m 
■

íl

pecialistas, el fraccionamiento del plasma sanguíneo de adultos nor­
males, que le ha conducido a resultados de mucho valor, tanto teórico 
como práctico. Como su trabajo está en estrecha relación con las cues­
tiones que aquí se plantean (naturaleza de las proteínas, resistencia 
de los anticuerpos), se expone a continuación un breve extracto del 
fundamento de los métodos que emplean estos autores y de los re­
sultados numéricos obtenidos; puede conseguirse una información 
más completa en E. J. Cohn (1945) y en el cuaderno especial núme­
ro 4 del Journal of C Unir al Investígatwns, 23, 1944.

I
Id; í i , •
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En la última columna de la tabla puede observarse en qué medida 
la proteína activa se ha concentrado, por el fraccionamiento, con res­
pecto al plasma original. Cuanto más fuerte sea en una fracción la 
concentración de la proteína activa, tanto menor es, naturalmente, la 
dosis que hay que aplicar para conseguir un determinado efecto. Las 
aplicaciones de las globulinas inmunes requieren una concentración 
mayor que la que se consigue por su mero aislamiento; se insistió, 
por consiguiente, en su purificación de un modo especial hasta que 
se obtuvieron concentrados de Y"gl°bulina, que no sólo aparecían casi 
completamente exentos de otras proteínas del suero y constituidos 
en un 98 por 100 por Y-gl°bulina (véase la tabla), sino que estaban 
tan condensados que con muy pequeñas dosis protegían perfectamen­
te del sarampión [véase pág. 54; obsérvese también el diagrama 
electroforético inferior de la figura 3 y la publicación de J. W. Wil­
liams y colaboradores (1944)]. También resultó singularmente útil 
la separación de la isohemaglutinina (fracción III-i) de las globuli­
nas inmunes (fracción II), ya que permitió la inyección intravenosa 
de grandes cantidades de anticuerpos protectores, sin que fueran de 
temer las perturbaciones que ocasionaba la inyección intravenosa de 
la misma cantidad de anticuerpos en ¡forma de suero en el caso de que 
las isohemaglutininas del donante reaccionaran con los eritrocitos del 
receptor. Con respecto a las aplicaciones terapéuticas de la fracción V 
(albúmina) (que, por otra parte, se consignan en el esquema) y de la
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La proporción de los anticuerpos contenidos en las diversas frac­
ciones de globulinas separadas en los sueros normales por el procedi­
miento electroforético de Tiselius se completa con los datos obtenidos 
por la electrdforesis de diferentes sueros inmunes y de anticuerpos 
purificados; de los resultados experimentales se deduce que hay que 
distinguir dos tipos generales de anticuerpos [A. Tiselius y E. A. 
Kajbat, A. M. Pappenheim?er, H. P. Lundgren y J. W. Williams 
(1940)' N. Fell, K. G. Stern y R. T. Coghill (1940). J- va,n dER 
Scheer, Bohnel, Grarke y Wyckoff (19422)] :

3

fracción I (como hemostático en las quemaduras, etc.), no podemos 
extendernos aquí porque no pertenecen al tema; pueden consultarse 
los trabajos que se citan en el texto de E. J. Cohn y colaboradores.

Los datos de la tabla 2.a se refieren a una mezcla de plasma pro­
cedente de humanos adultos y normales; hay que tener en cuenta que 
el fraccionamiento se efectuó por la adición graduada de disoluciones 
salinas (sulfato amónico) y que la ulterior subdivisión y purificación 
de las fracciones tiene que ocasionar pérdidas; para comprobar la 
pureza y composición de las fracciones, se aplicó principalmente la 
electroforesis. La composición y caracteres electrofcréticos de los 
componentes del plasma de las distintas especies de mamíferos varía 
entre ciertos límites; por ejemplo, el plasma de ganado vacuno con­
tiene, por término medio (calculado con respecto al total de proteínas), 
18 por 100 de fibrinógeno, 18 por 100 de Y"É?°t>ullna, 8 por 100 de 
0-globulina, 16 por 100 de a-globulina y 40 por 100 de albúmina, 
mientras que los valores correspondientes para el plasma sanguíneo 
humano son 6, 12, 13, 7 y 62 por 100, según el promedio de deter­
minaciones efectuadas por análisis electroforético directo. El suero 
de caballo normal (24 por ’ioo de y, 21 Por 100 de 0, 13 por 100 de 
a-globulina y 42 por 100 de albúmina) difiere manifiestamente del 
suero humano normal, que contiene 13 por roo de y, 14 por 100 de 0, 
7 por 100 de a-globulina y 66 por 100 de albúmina. Incluso pueden 
producirse desviaciones en animales normales de la misma especie, 
como observaron en conejos mediante mediciones precisas D. G. 
Sharp, A. R. Taylor, D. Beard y J. W. Beard (1942). Acerca del 
comportamiento individual del plasma y del suero humano en con­
diciones normales y patológicas véanse págs. 43 y ss.

VI. El fraccionamiento por electroforesis de las proteínas 
TOTALES DE SUEROS INMUNES CON ANTICUERPOS, SEGÚN TlSELIUS
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a) Los anticuerpos como y-globulinas..

Los anticuerpos de este tipo presentan la misma velocidad de des­
plazamiento que la y-globulina, pero no son idénticos a ella. La pro­
porción entre la globulina inmune y la y-globulina normal puede de­
terminarse en este caso separando del suero inmune los anticuerpos 
por adsorción de éstos en el antígeno y comparando luego en el apa­
rato de electroforesis las muestras adsorbidas con otras no sometidas 
a la adsorción; en la figura 5 se representa el diagrama electrofcrético

7 
afl Á

a
Proteínas de un suero antineumocócico de caballo: a) antes de la adsorción; 

b) después de la adsorción por el poQisacárido del neumococo, [A = albúmina; frac­
ciones a, 6, Y> de Ja globulina.]

obtenido por este procedimiento. Se observa que, en efecto, todos 
los anticuerpos se encuentran en la fracción y, pero que ésta, además 
de ellos, contiene una cantidad mayor o menor de y-globulina ines­
pecifica. Cuanto más alto es el contenido en el suero de anticuerpos 
tanto más se altera, en favor de la globulina inmune, la proporción entre 
globulina inmune y y-globulina inespecífica contenidas en la y-globulina 
total (aislable electro fot éticamente) [A. Tiselius y E. A. Kabat]. 
A este tipo pertenecen los anticuerpos del suero de conejo (y con 
pocas excepciones, los anticuerpos antibacterianos de los sueros in­
munes de caballo). j
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b) Aislamiento por electroforesis de globulinas inmunes especiales.
El componente-T.

aT
I A

J 
vi 
’U 

¡

i s
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i :
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Fig. 6.a Diagramas electroforéticos de diferentes sueros antitóxicos de caballo 
[según van der Scheer, Wyckoff y Clarck (1940)]. I. Suero tetánico antitóxico. 
II. Suero diftérico antitóxico. III. Suero escarlatinos© antitóxico. IV. Suero antitóxico 

contra el Cl. Welchii.

Eslos anticuerpos se encuentran en una fracción de ¡a globulina 
en 

en los

Ei componente-T puede estar constituido exclusivamente por los an­
ticuerpos, en cuyo caso desaparece por completo del diagrama cuando 
los antisueros se agitan con una cantidad apropiada de antígcno 
[A. Tiselius y E. A. Kabat], Tal es el caso en los sueros, inmunes 
antitóxicos de caballo, sueros que contienen el componente-T [J. van 
der SchEer, R. W. G. Wyckoff y F. H. Clarck (1940)] ; este 
componente, por el contrario, suele faltar en los sueros inmunes anti­
bacterianos de caballo. No siempre se acusan “claramente las cimas que 
señalan los componentes 0, y y T (véase los diagramas de la figura 5), 
y la causa pudiera ser que, para inmunizar los caballos, se hubieran 
utilizado substratos que contuviesen varios antígenos, debido a lo cual 
se hayan producido a la vez anticuerpos antibacterianos y antitóxicos, 
es decir, y-globulina inmune y componente-T [van der ScheER, 
Wyckoff y Clarck]. Pero también es posible que la antitoxina no 
esté siempre contenida de modo exclusivo en el componente-T, sino 
que pueda aparecer distribuida entre varias fracciones de las globu­
linas; dicho de otro modo, las moléculas de antitoxina de un mismo

guc se puede separar por electroforesis, fracción que no aparece 
los sureros normales; se trata del llamado componente-T, qwe

encuentra entre la¿ globulinas 0 y y.diagramas electroforéticos se
I. 1.
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i

suero inmune de caballo tal vez no tengan todas igual velocidad de 
desplazamiento; ésta pudiera ser la causa de que la antitoxina no 
sólo se encuentre en el componente-T, sino también en la fracción y.

Es de suponer que las diferencias en el comportamiento electro- 
forético que se observan entre las moléculas de antitoxina, y que 
acaban de mencionarse, están combinadas con variaciones en otras 
propiedades, variaciones que incluso pueden ser causa o efecto de 
las primeras. Por ejemplo, R. A. Kerwick y B. R. Record (1941 a} 
encuentran en sueros diftéricos antitóxicos de caballo dos tipos de 
antitoxina que se desplazan, respectivamente, con las globulinas 0 
y y; pueden separarse entre sí por electroforesis y muestran distinta 
velocidad de floculación in vi-tro, dando lugar a flóculos de toxina- 
antitoxina de composición diferente, a saber: los flóculos obtenidos 
con la y-globulina contienen por unidad de floculación el doble de 
nitrógeno que los obtenidos con la (^-globulina. Según las investiga­
ciones de los autores citados, en los procesos de inmunización los ca­
ballos reaccionan, produciendo primero y-globulina inmune y después, 
en proporción creciente, la 0-globulina inmune; la concentración de 
la primera no se eleva entretanto al mismo ritmo, sino que se man­
tiene en un nivel relativamente bajo (50-100 unidades de floculación 
por mi.). Como la y-globulina inmune se combina in vitro con la 
toxina más rápidamente que la 0, parece ofrecer más ventajas que 
ésta para la aplicación terapéutica. A consecuencia del proceso des­
crito, el diagrama electroforético cambiará en el curso de la inmuni­
zación de los caballos con toxina o toxoide diftérico. Tales variacio­
nes se han observado también en la inmunización con otros antígenos, 
y parecen corroborar la antigua concepción de que los anticuerpos 
circulantes por la sangre sufren, durante el proceso de inmunización, 
no sólo variaciones cuantitativas (elevación de la concentración), sino 
también modificaciones cualitativas (en especial extienden su capa­
cidad de reaccionar hacia antígenos parecidos) (véase pág. 55). Sin 
embargo, este capítulo de la investigación de la inmunidad no está 
aún suficientemente explorado ni fenológicamente ni con respecto al 
análisis electroforético (véase la exposición de H. P. TreffErs en 
Handbook of Medical Physics).

El componente-T de los sueros antitóxicos de caballo no es la 
única globulina caracterizada electroforéticamente que no existe en 
los sueros normales correspondientes y que por ello debe considerarse 
como un producto patológico. E. Sanders, I. F. Huddleson y P. J. 
Schaible encuentran en el suero y plasma de gallinas que padecen 
diferentes 'formas de leucosis (linfomatosis, neurolinfomatosis, etc.)

3
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una globulina anormal que designan como componente L. Supone el 
ip por loo de las proteínas totales, y no siempre posee en el diagra­
ma electroforético una cumbre propia, ya que en ocasiones se des­
plaza con la globulina y- En la sangre de gallinas, a las que se inyectó 
un producto tumoral activo, aparece el componente L a los tres días, 
y en la inmunización con producto inactivo, a los quince. Los autores 
citados consideran el componente L como un anticuerpo.

Hay que mencionar finalmente una breve comunicación de Mac- 
fherson, MoorE y Longworth, de la que se deduce que la compo­
sición electroforética de las proteínas puede variar con el tiempo. La 
albúmina cristalizada de huevos de gallina consta de dos componentes 
electroforéticos, Ai y A2; si se la conserva en forma de polvo o en 
disolución isoeléctrica exenta de sales, cambia su diagrama electro­
forético, perdiendo paulatinamente componente Ai y ganando en A2, 
hasta que al cabo de un año está constituida, en general, únicamente 
por este último. Aun no se ha investigado sistemáticamente la fre­
cuencia con que se dan fenómenos de envejecimiento de este tipo ni 
los errores a que puedan haber dado lugar.

Los diagramas electroforéticos acusan algunas de las alteraciones 
que experimentan las fracciones de globulina de los sueros inmunes 
cuando éstos se someten a determinados tratamientos. Si paralelamen­
te al diagrama se transformara también la manera de reaccionar de 
los sueros inmunes, podría conseguirse la demostración de que los anti­
cuerpos poseen carácter de globulina; el examen de la transforma­
ción experimentada por el diagrama electroforético puede orientar 
(aunque en grado muy restringido) acerca de la causa inmediata que 
ha modificado la manera de reaccionar el suero inmune. A continua­
ción se exponen con algún detalle los resultados de tales investiga­
ciones.

a) La digestión péptica de los sileros de caballo 'antitóxicos:—El 
examen electroforético de los sueros de caballos inmunizados con 
toxinas demuestra la presencia de una (fracción de globulina que no 
existe en los sueros normales; se conoce con el nombre de compo- 
nente-T y contiene la antitoxina, en su totalidad o 
página 32). Si tales sueros inmunes se someten a una digestión par-

VII. Examen electroforético de las alteraciones que Expe­
rimentan LAS. GLOBULINAS INMUNES POR DIFERENTES AGENTES
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i b) También se ha estudiado el efecto del calor sobre el diagrama 
electroforético de los sueros, inmunes de caballo,, especialmente por 
van der Scheer, Wyckoff y Clarke (1941 b). Para este fin parece 
necesario investigar primeramente el comportamiento de 1os sueros 
normales de la misma procedencia. Se observa que basta calentar 
durante quince minutos, a 65-70° (en amortiguador de fosfato 
0,02 mol. a pH 7,6 y 0,15 mol. en NaCl) para dar lugar a la apa­
rición de un nuevo componente-C a costa de la albúmina, cuya cima 
se rebaja, y de las globulinas más rápidas a y (3; acaban por no apa-

cian”, es decir, pierden en parte su capacidad de funcionar como 
antígenos proteicos específicos (consúltese pág. 57). En el diagrama 
electroforético de los sueros digeridos no aparece ya el componente-T 
con una cima especial. Se ha desplazado hacia la globulina y y al cabo 
de media hora de digestión ocupa totalmente el lugar de ésta [J. van 
DER SCHEER y R. W. G. WYCKOFF (1940)].

Simultáneamente se produce una simplificación del espectro elec­
troforético por eliminarse, más o menos por entero, la albúmina y 
la globulina que posee mayor velocidad de desplazamiento (a-globu- 
lina) [van der Scheer y Wyckoff (19410), N. Fell, K. G. Stern 

• y R. D. Coghill (1940)]. Estos descubrimientos que se presentan 
en la figura 7 pueden relacionarse con 1as propiedades de los sueros 
antitóxicos desespeciados.

Fig. 7.“ Diagrama electroforético de un suero diftérico antitóxico de caballo: 
1, sin digerir; 2, después de digerido con pepsina durante cien horas [según J. van 
der Sch.ser y R. W. G. Wyckoff. Proc. Soc. Exp. Biol. and Med., 45, 635 (1940)].
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recer en el diagrama sino las cimas de la albúmina, de la y'globulina 
y el alto pico del componente-C (véase figura 8), que aunque clec- 
troforéticamente se comporte como homogéneo, no lo es de hecho. 
En cambio, cuando el suero normal de caballo se calienta sólo a 
50-60°, a los quince minutos sigue sin aparecer el componente-C, cuya 
débil iniciación no se observa sino a la media hora; se trata, proba­
blemente, de un producto de agregación coloidal, que se produce por 
desnaturalización de las proteínas del suero.

Los sueros antitóxicos de caballo (antitoxina tetánica) se compor­
tan de modo análogo a los sueros normales de caballo, y también 
forman un tipo de componente-C a costa de la cantidad de albúmina, 
globulina-y y componente-T. El hecho de que ni el componente-T 
ni la globulina-y desaparezcan por completo concuerda con el hecho 
de que la actividad antitóxica de tales sueros no sufra mucho por los 
métodos usuales de pasteurización [D. H. MoorE, van der ScheeER 
y Wyckoff (1940)]. La cima de la y-globulina desaparece y nace la 
del componente-C, de lo que, sin embargo, no puede deducirse la 
identidad de ambas fracciones (Moore, van del SchEer y 
Wyckoff).

Los anticuerpos bacterianos son más sensibles que las antitoxinas. 
En los antisueros neumocócicos de caballo desaparece casi por com-

FlC. 8.a Diagrama efectroforético de un, suero de caballo normal: i, sin cadentar;
2, cad'entado durante quince minutos a 65o (según J. van der Scheer, R. W. G. 

Wyckoff y F. L. Clarke. Jour. of Imm., 401 40, 1941).
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Fig. 9,“ "Diagrama electroforético que representa el efecto de la foto-oxidación 
(según A. Tyler y St M. Swingle). A) Suero testigo: suero antineumocócico 
(contra eü tifus I) de conejo. B) El mismo suero después de intensa foto-oxidación.

en sueros inmunes desnaturalizados

pleto, al cabo de quince minutos de calefacción, la globulina-y, que 
es el soporte de la función anticuerpo [van del Scheer, Wyckoff 
y Clarke (1941 b), Moore, van der Scheer y Wyckoff (1940), 
L. E. Krejci, L. de Spain-Smith y T. J. Dietz (1941)].

c) Los antisueros aglutinantes o precipitantes de conejo pierden 
por f oto-oxidación (conseguida por la adición de un colorante sensi­
bilizador, por ejemplo eosina hidrosoluble, e irradiación ulterior) el 
efecto floculante al que deben su nombre, si bien conservan los anti­
cuerpos con su capacidad de combinarse con el antígeno [A. Tyler 
(1945 a)]. Por el mismo procedimiento puede reducirse en mayor o 
menor grado, según la intensidad de la irradiación, la capacidad de 
los sueros antineumocócicos de conejo de volver anafiláctico, por vía 
pasiva, al cobayo [A. Tyler (1945 b)J.

El diagrama electroforético de los sueros foto-oxidados (véase 
la figura 9) acusa una homogeneización, como en todos los tratamien­
tos que desnaturalizan los sueros; el número de las cimas que corres­
ponden a las distintas fracciones de globulinas se reduce a dos, a la 
vez que tales cimas experimentan un ensanchamiento; simultánea­
mente, las masas de globulina se corren hacia la albúmina por aumen­
tar su velocidad de desplazamiento [H. Smetana y D. Shemin (1941), 
A. Tyler y St. M. Swingle (1945)]. Tyler (1945 a) cree que de 
sus investigaciones puede sacarse la conclusión de que la foto-oxida­
ción transforma los anticuerpos bi o plurivalentes en monovalentes, 
y que esta transformación es lo que origina la pérdida de la capacidad 
precipitante (floculante); de aquí puede sacarse un argumento en
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¡i a) El tipo de caballo.—La globulina inmune del suero inmune, 
antibacteriano, de caballo ofrece, una vez aislada electroforéticamen­
te, un peso molecular extraordinariamente alto; asciende, según de­
terminaciones en la ultracentrífuga, a 930.000 (A. Tiselius y E. A. 
Kabat). Sería posible separar directamente, por centrifugación, de 
un suero inmune una proteína tan pesada, y, en efecto, diversos 
autores han emprendido su aislamiento por este método, que antes 
aplicó en parte Tiselius [J. Bjscoe, F. Hercik y R. W. G. Wyc- 
koff, M. Heidelberger y K. O. Pedersen, E. A. Kabat y PE- 
dErsen, J. Van der Scheer, J. B. Lagsdin y R. W. G. Wyckoff]. 
Los pesos moleculares de los preparados obtenidos por este procedi­
miento directo coinciden aproximadamente con los de la globulina

¡

VIII. El peso molecular de las globulinas inmunes

favor de la llamada teoría “reticular” — Git&rtheorie— (hipótesis de 
la plurivalencia mutua entre antígenos y anticuerpos, véase pág. 223). 
W. C. Boyd (1946) comprueba que los sueros isoaglutinantes tam­
bién pierden paulatinamente por foto-oxidación su capacidad de aglu­
tinar, pero considera problemática la hipótesis de Tyler; este autor 
se apoya en experimentos propios, según los cuales, por foto-oxida­
ción, pueden transformarse anticuerpos precipitantes en anticuerpos 
bloqueadores (inhibidores); pero Boyd no pudo reproducir este fenó­
meno en sus experimentos con isoaglutininas.

La antitoxina diftérica, de caballo pierde, a consecuencia de la 
foto-oxidación, su efecto floculante, pero conserva en su mayor parte 
su capacidad de neutralización, incluso cuando se intensifica dicho tra­
tamiento. Tyler y Swingle deducen de ello que para la neutraliza­
ción de la toxina bastan anticuerpos “monovalentes”. También habla 
en favor de que las antitoxinas sean más estables que otros anticuer­
pos su resistencia a otros agentes, que con mucha probabilidad actúan 
de forma completamente distinta que la foto-oxidación.

d) El suero normal de caballo se desespecia por irradiación con 
luz ultravioleta, de. modo cuantitativo, reduciéndose la actividad anti- 
génica, según la intensidad de la radiación, hasta 1/50 —1/20.000 
del valor inicial: también se desespecia en sentido cualitativo, ya que 
su especificidad se modifica [J. P. Henry (1942)].

Con respecto al examen electroforético de sueros irradiados con 
luz ultravioleta consúltese W. D. Davis, A. Hollander y J. P. 
Greenstein (1942).
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Las hcmolisinas de carnero pueden, por ejemplo, separarse en la ultracen- 
Irífuga de los sueros inmunes de conejo y su constante de sedimentación se 
aproxima mucho a la de la globulina inmune pesada del caballo [M. Patc (1938)1 
Ai Gratia y L. Goreczky] ; las reaginas sifilíticas del suero humano poseen 
también un peso molecular parecido [V. Deutsch y J. Lominski, V. Deutsch, 
jVI. Paick (1939)]. Por otra parte, la antitoxina diftérica de caballo sólo 
alcanza un peso molecular de ,180.000 [M. L. Petermann y A. M. Pappenhei- 
mer (1941 b). A. Rothen (1941-42)]. También se ha observado que un mismo 
anticuerpo, como el dirigido contra el neumococo en una misma especie animal 
«caballo), puede existir en formas de distinto peso molecular [Petermann y 
Pappenheimer (1941 a), E. A. Kabat <1939)» Tiselius y Kabat (1939)], de 
modo que con globulinas inmunes pesadas pueden coexistir otras de peso mo­
lecular análogo al de las globulinas normales (véase pág. 55).

inmune aislada electrofcréticamente. También se han obtenido de los 
sueros vacuno y porcino globulinas inmunes de un peso molecular 
tan alto como las de caballo [A. Tiselius y Kabat, E. A. Kabat 
(1939)]. De la relación entre los pesos moleculares de las globulinas 
y d.e caballo y de la globulina inmune del suero antineumocócico de 
la misma especie, H. P. Trefers, D. H. Moore y M. Heidelber- 
gEr deducen que la globulina inmune pesada pudiera ser un hexámero 
de la Y"^°bulina normal, opinión que apoya el hecho de que la 
Y’globulina normal sólo precipita una parte de los anticuerpos que 
se obtienen por la inmunización de cobayos con la inmunglobulina 
pesada.

b) El tipo df conejo.—En un segundo grupo, al que pertenecen 
además de los conejos los monos y 1os hombres, se incluyen las pro­
teínas serológicas portadoras de anticuerpo que se comportan como 
la Y'fifcbulina normal no sólo electrofcréticamente, sino también con 
respecto al peso molecular (157.000-166.000); es decir, que pertene­
cen a la 'fracción de globulinas del suero de menor velocidad de des­
plazamiento [A. Tiselius y E. A. Kabat, E. A. Kabat (1939)].

Esta regla se extiende, probablemente, no sólo a los anticuerpos 
bacterianos en sentido estricto, sino a los anticuerpos contra antíge- 
nos de otra procedencia. Las globulinas inmunes pesadas se encon­
traron por primera vez en los sueros antineumocócicos de caballo, 
cuya comparación con las globulinas análogas de los sueros inmunes 
de conejo acusó la diferencia del peso molecular. Para el objeto que 
persiguen estas investigaciones convendría no inmunizar con antíge- 
nos arbitrarios los caballos que se dediquen a estos estudios teóricos; 
por no tenerse esto en cuenta apenas es posible enjuiciar con conoci­
miento de causa la frecuencia con que se presentan las excepciones.
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Modificaciones en las cantidades de las proteínas del 
SUERO EN LA INMUNIZACIÓN CON ANTÍGENOS MUERTOS

i
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El hecho de que el aumento de globulinas transcurra simultáneamente 

con la disminución de albúminas pudiera significar que la albúmina del plasma 
sanguíneo se transformase en globulina, dentro de la sangre en circulación 
(hipótesis de Mjolle). De esta opinión se apartan, sin embargo, R. Doerr y 
W. Berger (192a a) [véase también Berger], que apoyaron en investigaciones 
propias su conclusión de que los cambios cuantitativos de 'las proteínas del suero 
y de sus fracciones deben concebirse como fenómenos celulares en los que los

Existe una vasta literatura sobre los desplazamientos cuantitati­
vos que experimentan las proteínas del suero durante los procesos 
de inmunización. Como antígenos inmunizadores se han utilizado 
toxinas o bacterias muertas, y, después, principalmente “antígenos 
proteicos”, sobre todo sueros de especies extrañas. El planteamiento 
de los experimentos, así como los métodos elegidos para la determi­
nación cuantitativa de las proteínas y para el fraccionamiento de las 
proteínas del suero varían casi con cada autor, por lo que no es de 
extrañar que los resultados difieran en muchos respectos. La suma de 
resultados puede resumirse en las siguientes conclusiones: 1, aumen­
ta la cantidad de proteínas. totales, así como la de globulinas 
(hiperproteinemia e hiperglobulinemia), y la subida no se produce 
inmediatamente después de administrar ,por vía venosa el antígeno, 
sino tras un período de latencia de varios días.; 2, el aumento de glo­
bulinas va acompañado de una disminución de albúminas ; más tarde, 
cuando las globulinas vuelven a su nivel normal, puede, a su vez, 
subir el nivel d.e las. albúminas (W. Berger), y 3, si tras una primera 
inyección intravenosa de antígeno, y después de un ‘cierto tiempo, se 
repite la inyección, fa curva de globulinas alcanza valores más altos 
que los conseguidos por una única administración de antígeno.

En este respecto sólo se conoce, hasta la fecha, una regla sin 
excepción: los anticuerpos son siempre globulinas, nunca, albúminas. 
Esta regla se extiende también a sustancias del tipo de los anticuer­
pos, pero que no pueden identificarse en todas sus características con 
los anticuerpos genuinos, como, por ejemplo, las reactinas del suero 
de los sifilíticos y las de los sueros de los individuos alérgicos, con 
auxilio de las cuales puede transmitirse la reactividad a la piel de 
hombres normales [J. M. Newell, A. Sterling, Oxman, Burden 
y Krejci].
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Este autor utiliza en sus experimentos solamente conejos, animal en el que 
las globulinas inmunes sólo se distinguen de las globulinas y del suero normal 
por su función de anticuerpo. Como antígenos utilizó neumococos muertos 
con formol o salmonetes muertas; en ambos casos, mezclas de diferentes tipos 
serológicos (en los neumococos mezcló los tipos 6, 9, ti, 13, 15, >17, 22 y 23, 
y en las salmonelas ocho tipos que diferían principalmente por sus antígenos O). 
Prefirió usar antígenos de esta complejidad porque se había observado que 
con ellos 1a producción de proteínas inmunes resulta mucho más intensa que 
cuando se emplea un único antígeno. Los antígenos se administraron intrave­
nosamente cada dos días_;
conejo en cuyo suero se determinó: I, 
totales (método de V. HEnriques y U. Klausen) ; 3, 1a albúmina (restando la

a intervalos convenientes se sangró siempre un 
las proteínas totales; 2, las globulinas

En 1os últimos años se ha tenido en cuenta esta objeción, como 
demuestran especialmente las publicaciones de M. Bjorneboe (1939, 
1943)-

antígenos proteicos administrados parenteralmente funcionan como estimulantes 
patológicos que desencadenan reacciones celulares que se manifiestan en los com­
ponentes proteicos de 1a sangre; como lugar de actuación del estimulante se señalan 
tes “células madres de tes proteínas del suero”. Doerr y Berger apoyan su 
opinión en el hecho de que los cambios en los componentes proteicos del suero 
sólo se aprecien tras una larga incubación, lo que parece hablar en contra de una 
transformación de 1a albúmina en globulina, así como en la observación de que 
se puedan mantener durante meses tes desviaciones de tes proteínas del suero 
consecuentes a una sote inyección de antígeno; tal persistencia no puede atri­
buirse a una pura reacción humoral. En lo fundamental, este punto de vista 
concuerda con tes teorías generales. Sin embargo, Doerr y Bergeit no dedu­
jeron que el aumento de globulinas fuera la expresión inmediata de la forma­
ción de anticuerpos. Por dos razones. En primer lugar, 1a tesis de que los 
anticuerpos fueran seroglobulinas no parecía de ningún modo probable a priori, 
por lo que debía exigirse una prueba convincente antes de reconocerte como 
1a solución justa del problema de los anticuerpos; esta prueba no existía en 
aquél tiempo.

Por otra parte, se hacían objeciones a las que no contestaban las afirma­
ciones sobre 1a relación entre 1a hiperproteinemia o hiperglobulinemia y los 
anticuerpos encontrados en el suero sanguíneo. Tan pronto se observaba que 
el aumento de proteínas precedía a la aparición de los anticuerpos como daba 
resultado positivo la investigación de los anticuerpos antes de producirse 1a 
hiperproteinemia. En todo caso no parecía existir nunca un paralelismo cuan­
titativo. Y no podía resultar de otro modo porque, como sabemos ahora, ni 
tes proteínas totales del suero, ni las globulinas totales, poseen actividad de 
anticuerpo sino sólo una parte de tes globulinas, tes “globulinas inmunes”. 
Este hecho no podía precisarse con los métodos analíticos que se aplicaban 
entonces. Hasta 1a introducción de los nuevos métodos de fraccionamiento de 
A. Tiselius, la marcha del proceso no se investigaba más que analizando en 
muestras sucesivas de suero por una parte el título en anticuerpos y por otra 
la concentración de tes proteínas totales o de las globulinas, y todo lo más de 
las eu- y seudoglobulinas por separado; lo que es insuficiente.
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No tuvo aceptación general el segundo punto de las conclusiones 
arriba expuestas, a saber: que el aumento de 1as globulinas totales del 
suero inmune debe referirse a la producción de globulina inmune; algu-
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globulina total de la proteína total), y 4, las globulinas inmunes (según Hei- 
delberger y Kabat, por precipitación con un exceso de antígeno, centrifuga­
ción y determinación del nitrógeno en el sedimento, teniendo en cuenta el con­
tenido en nitrógeno del antígeno).

Si bien la determinación de proteínas se efectuó por una determi­
nación de N y multiplicación del resultado por el factor 6,25, los 
resultados fueron muy regulares y coincidieron, prescindiendo de 
pocas desviaciones, en los siguientes puntos:

1. El contenido de globulinas comienza a crecer, de pronto, a 
los ocho-nueve días y alcanza rápidamente una concentración 5-7 
veces la normal, que se sostiene en este máximo, con pocas oscilacio­
nes, durante toda la inmunización forzada que se mantuvo durante 
más de un mes.

2. Las proteínas con función de anticuerpo (globulinas inmu­
nes) siguen las oscilaciones de la concentración de globulinas totales 
manteniendo una distancia casi constante. La proporción entre ambos 
valores podía expresarse por la fórmula: concentración de las glo­
bulinas—1,3 = concentración de anticuerpos; ,y como el valor 1,3 
corresponde a la concentración de globulinas en el suero normal de 
conejo, debe aceptarse que la producción de anticuerpos consiste en 
su totalidad la formación de una globulina “extra” (globulina inmune).

3. A la elevación del nivel de las globulinas corresponde una 
disminución de la concentración de la albúmina, y también, según 
Bjorneboe, en una relación cuantitativa; para conejos jóvenes la 
fórmula es: 2,45 X albúmina -J- globulina = 11,88; y para los adul­
tos: 3,11 X albúmina + globulina = 16,23. Bjorneboe atribuye a 
este comportamiento de la albúmina el papel de un mecanismo regu­
lador que mantiene en el valor conveniente la presión coloidcosmótica 
del plasma; pero no puede localizar dónde radica este mecanismo de 
regulación. Bjorneboe no afirma explícitamente la transformación 
humoral de la albúmina en globulina.

En unos experimentos en que se emplearon como antígeno mezclas de varios 
sueros de especies extrañas (caballo, oveja y vaca) sólo se consiguieron resul­
tados en dos de diez conejos porque no pudo ponerse en claro, debido a la 
Feroglobulina inyectada, la cantidad formada de globulinas nuevas. En esta 
serie de experimentos no se determinaron las proteínas con función de anti­
cuerpo (globulinas inmunes).
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El modo de concebir la producción de las globulinas inmunes 
como una reacción patológica de los tejidos ante el estimulo del anti­
geno, con formación de ciertas proteínas del plasma y compensación 
de la formación de éstas, había de sugerir forzosamente que estímu­
los de otro tipo podían ocasionar análogos efectos y que del examen 
de los diagramas electroforéticos sería posible sacar conclusiones de 
las alteraciones que los provocaron. Estas esperanzas se han cum­
plido en cierta medida, e incluso muchos autores se inclinan a opinar 
que "la introducción de la electroforesis en la medicina clínica tiene 
un valor equivalente al de la electrocardiografía” [F. Wuhrman y 
Ch. Wunderly].

Como sucede en la investigación de' los sueros inmunes que contienen anti­
cuerpos, para apreciar los hallazgos electroforéticos que puedan hacerse en sue­
ros patológicos de otra índole, hay que apoyarse en el conocimiento de los 
datos del suero normal con .su desviación típica. Numerosos autores se 
han ocupado especialmente en establecer la imagen electroforética del plasma 
y del suero sanguíneos del hombre normal [L. G. Lonworth, Th. Shedlovsky 
y D. A. McInnes, R. A. Kekwick, J. A. Luetscher, D. H. Moore y J. Lynn, 
H. L. Taylor y A. Keys, V. P. Dole, E. J. Cohn, J. L. Oncley, L. E. 
Sirong, V. L. Hughes y S. H. Armstrong, E. Wiedemann y otros], con el 
fin de establecer la base en que apoyar el enjuiciamiento de los resultados que

dos autores observaron que el incremento de globulinas es conside­
rablemente más elevado que el aumento de la concentración de los 
anticuerpos reactivos [W. C. Boyd y H. Bernard, J. R. Marrack, 
J. van der Scheer (1938), Bohnel, ClarkE y Wyckoff (1942)]. 
Se han expuesto diversas hipótesis para explicar esta diferencia; por 
ejemplo, que hay globulinas inmunes que, en cierto sentido, son "in­
hábiles”, es decir, que no poseen la capacidad de fijar el antígeno in 
intro [A. M. PappenhEimer, H. P. Lundgren y J. W. Williams; 
véase también la página 71], e incluso se ha llegado a afirmar que 
no hay ninguna globulina normal, sino que toda la proteína del suero 
que no es albúmina debe considerarse como anticuerpo [W. C. Boyd 
y H. Bernard]. No son necesarias tales combinaciones, ya que des­
pués de una inyección de un antígeno se altera también la proporción 
de otros componentes de la sangre, tanto di sueltos como celulares, 
como ya demostraron Doerr y W. Berger (1929 a).

X. Relaciones, deducidas del análisis electroforético, entre 
LOS SUEROS INMUNES QUE CONTIENEN ANTICUERPO Y ALGUNOS SUEROS 

PATOLÓGICOS DE OTRA ETIOLOGÍA
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■lj V se encuentren en sueros patológicos. Sin entrar en aquellas particularidades que 

no estén en relación directa con las cuestiones aquí planteadas, debe hacerse 
notar que aunque en los sueros normales se observan desviaciones, éstas no 
son muy considerables; que se aprecian siempre bien las cimas de la albúmina 
y de las globulinas a, (3 y Y» y que tanto por ciento de estas fracciones, 
calculadas según los diagramas, varía poco de unos individuos a otros. Dos 
muestras de suero de una misma persona tomadas con un intervalo de medio 
año dieron los siguentes valores, según datos de E. Wiedemann (i945):

I. 70,1 por roo de albúmina, 5,9 por ioo de a-globulina, 9,1 por 100 de 
3-globulina, 14,8 por 100 de Y-gl°bulina.

II. 70,1 por 100 de albúmina, 4,7 por 100 de a-globulina, 10,6 por 100 de 
^-globulina, 14,6 por loo de Y-gl°bulina.

: >» I

k 1
i 1 • Las desviaciones patológicas se caracterizan en general por un 

aumento de las globulinas, que implica, a su vez, una reducción de las 
albúminas. F. Wuhbmann y Ch. Wunderly (1945, .1946) conciben 
la reducción de las albúminas como un proceso regulador para man­
tener constante la presión coloideosmótica del plasma sanguíneo; por 
ello se explica que no pueda observarse, según los datos de los autores 
citados, un aumento absoluto de la albúmina. Haciendo abstracción 
de las consideraciones hipotéticas, hay que señalar fenómenos análo­
gos a los implicados en la formación de anticuerpos que estudiaron 
primeramente Doerr y W. Berger, W. Berger y, con mejor técnica, 
M. Bjorneboe (véase pág. 41). Además, la coincidencia no se limita 
só’.o al aumento de la cantidad de globulinas combinado con la dis­
minución de albúminas, sino que alcanza también, en parte, a la loca­
lización dpi aumento de globulinas en el diagrama electroforético. 
Vimos que los anticuerpos se comportan electroforéticamentc como 
si fueran globulinas y producidas en exceso; en muchos casos tam­
bién como globulinas p o como el componente-T, que se intercala, por 
su velocidad de desplazamiento entre las globulinas (3y y;en cambio, 
la globulina a, durante el proceso de la inmunización, suele perma­
necer sin modificación apreciable, de modo que no manifiesta fun­
ciones de anticuerpo. En Ips diagramas e[ectroforéticos aparece, pues, 
como zana favorecida el espacio que abarcan las crestas, de la p y de 
la y-globulinas. Dentro de este espacio, la localización puede estar 
mejor determinada, por ejemplo, en la y'&lobulina; pero también un 
solo anticuerpo, en el mismo suero, puede'estar más espaciado, como 
sucede, por ejemplo, con la antitoxina diftérica en los sueros inmunes 
de caballo (véase pág. 33). De modo análogo, aunque no absoluta­
mente idéntico, se comportan algunos sueros patológicos de distinta 
procedencia. Ofrecen particular interés las desviaciones extremas que 
se han establecido en el mieloma múltiple (plasmocitoma), enferme-
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dad que se caractriza por la aparición, de tumores neoplásicos en 
medula ósea, en los cuales pueden descubrirse, como elementos 1 
racteristicos, las células del mieloma. En el mieloma pueden aparecer 
extraordinariamente aumentadas las concentraciones de las globulinas 
(3 o y (hasta el 70-80 por 10a), mientras se reducen proporcional­
mente las restantes fracciones de globulina y la albúmina [R. A. 
Kerwick, E. Widemann (1945), F. Wuhrmann y Ch. Wunderly 
(1945), S. Shapiro, V. Ross y H. D. Moore]; en los casos investi­
gados por Shapiro y colaboradores aparecía intercalada entre las 
globulinas a y y una globulina extra.

¿Dónde encontrar un nexo que explique estas coincidencias? Las 
alteraciones expresadas se han encontrado en procesos patológicos 
tan diversos como son, por ejemplo, la cirrosis hepática de Laennec, 
el linfogranuloma inguinal, las nefrosis, las afecciones hepáticas por 
el Echinococcus alveolaris, los mielomas múltiples, las ictericias obs­
tructivas, la acrodermitis atrófica y la formación natural, o inducida 
de un modo cualquiera, de un anticuerpo [L. G. Longworth, Th. 
Shedlovsky y McInnes, J. A. Luetscher, E. Wiedemann, F. 
Wuhrmann y Ch. Wunderl (1943, *945, }I946)] ; por consiguiente, 
puede llegarse a la conclusión de que el metabolismo proteico o. de 
modo más preciso, la fase de este metabolismo que aparece reflejada 
en el espectro proteico del plasma sanguíneo, puede desplazarse de 
su equilibrio por procesos muy diversos, todos los cuales, por razones 
fisiológicas, lo alteran en una misma dirección independientemente 
de la causa que los produce; tales alteraciones conciernen principal­
mente a las globulinas más lábiles, de mayor peso molecular y me­
nos solubles.

Este punto de vista significaría que las globulinas especiales pro­
ducidas en exceso, aunque pueden funcionar como anticuerpos, no 
lo son siempre forzosamente. En los sueros inmunes los anticuerpos 
pueden demostrarse fácilmente in vitro incluidos en las globulinas 
producidas en cantidad anormal, demostración que también se logra­
rá probablemente en las leucosis de las gallinas (véase pág. 33). Las 
relaciones entre las leucosis de las gallinas y los mielomas múltiples 
justifican, en cierto sentido, la opinión de que en las enfermedades 
humanas señaladas se forman globulinas emparentadas con los anti­
cuerpos, y, si se quiere, pudiera extenderse esta concepción a todos 
aquellos casos en que un proceso infeccioso ocasiona alteraciones en 
las proteínas de la sangre; sin embargo, faltan pruebas seguras en 
que basar tal generalización. Finalmente quedan una serie de pro­
cesos patológicos que actúan sobre las globulinas del plasma y en los
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(i) Para comprender el alcance de esta afirmación hay que considerar- 
que n • es pcsible, según experiencias efectuadas en perros por G. H. V» mprLE, 
provocar una hiperproteinemia por la inyección intravenosa de grandes canti­
dades de plasma de la misma especie, es decir, por vía puramente mecánica 
[R. M. Fink, Enns, Kimball, Silberstein, Bale, Madden y G. H. Whipple]..
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cuales ni la especulación más libre puede encontrar un punto de apoyo 
que permita atribuir naturaleza de anticuerpo a las globulinas espe­
ciales que en ellos se forman en exceso. Queda, por consiguiente, 
sin contestar el problema de por qué una inmunización actúa sobre 
las globulinas del plasma de modo análogo a como lo hace toda una 
serie de otros procesos patológicos, y por qué aquélla es el único que 
da lugar a globulinas con carácter de anticuerpo; y en este problema 
está incluido el de los anticuerpos, cuyo origen aun no resuelto debe 
considerarse, como se señaló en otro lugar, en relación con el meta­
bolismo proteico.

Las globulinas a, 0 y y» aisladas por electroforesis, están consti­
tuidas, como las otras proteínas, por aminoácidos. La globulina y del 
suero humano contiene, según E. Brand, B. Kassel y L. J. Seidel, 
4,8o por loo de arginina, 2,5 por 100 de histidina, 6,7 por 100 de 
Usina, *0,70 por 100 de cisteína, 6,75 por 100 de cistina, 1,06 por 100 
de metionina, 2,86 por 100 de triptófano, 6,75 por 100 de tirosina, 
11,4 por 100 de serina, 8,36 por roo de treonina y 9,32 por 100 de 
leucina; es decir, al menos cinco de los ocho aminoácidos que, según 
W. C. Rose, son indispensables para el mantenimiento del equilibrio 
del N. Además de aminoácidos, G. Blix, A. Tis-elius y H. Svens- 
son encontraron colesterol y fosfolipoides, que abundan especialmente 
en las fracciones a y |3 y menos en las globulinas y; parece que están 
ligados a las proteínas por enlaces lábiles, pero que no pueden sol­
tarse ni por una electroforesis repetida. Del examen de 1os resultados 
analíticos reunidos hasta la fecha no se deduce ninguna diferencia 
entre las globulinas normales, las globulinas formadas en exceso en 
condiciones patológicas y las globulinas inmunes; no hay más carác­
ter distintivo que la actuación como anticuerpos de estas últimas y la 
velocidad de desplazamiento en el campo eléctrico anormal en algunas 
(componentes L y T y desdoblamiento de la cresta (3). Por consiguien­
te, no puede hablarse, al menos corrientemente, de “seroglobulinas 
patológicas; lo que caracteriza la desviación patológica del suero es 
la alteración de las proporciones normales de las ser o proteínas, que 
co.nsiste en un desplazamiento en el sentido de la albúmina hacia la 

globulina (1).
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La causa radica en que el plasma excedente se elimina rápidamente del torrente 
circulatorio; en efecto, si ajos perros se les inyecta, en lugar de plasma normal, 
plasma también de perro, pero que contiene proteínas marcadas (para lo cual 
se alimentan los donantes con un aminoácido, por ejemplo, lisina, cuyo nitró­
geno sea N15), puede observarse que la proteína así marcada desaparece rápi­
damente de la circulación del animal receptor (R.-M. Fink y colaboradores). 
Si, por sustracción exhaustiva de plasma (plasríateresi's) (véase pág. 7) se 
cambia la pi oporción normal de albúmifna: globulina (2:1) en el valor recí­
proco, al cabo de una semana de alimen4ación adecuada se vuelve a la propor­
ción original [R. L. Holman, E. B. IÍahomey y G. H. Whipple]. Según esto, 
si en el curso de la inmunización o por otro proceso patológico se observa una 
hiperproteinemia y un aumerVj de las globulinas a expensas de las albúminas, 
han debido de fallar, evidentemente, estos mecanismos reguladores normales y a 
la vez haberse alterado las proporciones en que se producen las distintas pro­
teínas del suero.

En las nefrosis y en las ictericias por obstrucción se han descu­
bierto, sin embargo, ^-globulinas muy cargadas de lipoides. En el 
diagrama electro.forético de tales sueros puede observarse una cima 
alta de globulina (3, cima que se reduce considerablemente después 
de extraer el suero con éter [Longworth, Shedlovsky y McInnes, 
Longworth y McInnf.s (1940 b)]. No puede demostrarse que en 
estos casos la capacidad de fijar cantidades extraordinariamente altas 
de lipoides sea una propiedad anormal de la globulina £ (peculiar de 
estas enfermedades), y, por consiguiente, hay que mantenerse en la 
aseveración provisional de que faltan argumentos convincentes para 
afirmar que en condiciones patológicas o en la inmunización se pro.- 
ducen globulinas especiales que difieren química o serológicamente 
(por ejemplo, por su carácter antigénico) (véase pág. 72 de las 
normales).

Con las cuestiones que acaban de tratarse está relacionado el pro­
blema del lugar donde se producen las proteínas del plasma. Si siem­
pre se producen las mismas globulinas, aunque en cantidades norma­
les, subnormales o hipernormales, debe admitirse que en todos los 
casos el lugar de producción es el mismo. En los mielomas se perturba 
la formación de globulinas por las células mielomáticas [véase, entre 
otros, Wuhrman y Wunderly (1945)] ; pero no es probable que esta 
función sea exclusiva de la medula ósea. Las investigaciones de 
W. W. C. Topley (1950), según las cuales el tejido de bazo de co­
nejos previamente inyectados con bacterias da lugar a la formación 
de aglutininas en animales normales, indican la participación de dicho 
órgano; S. C. Madden y G. H. Whipple atribuyen el papel princi­
pal al hígado (véase pág. 65) y de los experimentos de McMaster
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y Hudak, W. E. Ehrich y T. N. Harris, F. M. BurnEr (1941) 
parece deducirse que también pueden producir anticuerpos los ganglios 
linfáticos (véase pág. 62); se han recogido numerosos datos sobre 
la formación local de anticuerpos, y, por consiguiente, de globulinas 
inmunes [Oerskov y Andersen, W. W. C. ToplEy (1933), P. Sé- 
dalliam, Jourdan y Clavel, P. R. Cannon (1932) y otros], y, por 
tanto, parece evidente que no puede circunscribirse a un determinado 
órgano la formación de proteínas del suero y, en particular, de las 
globulinas, sino que esta función deben cumplirla determinadas cé­
lulas o tejidos muy extendidos en el organismo. Por último, no se ha 
■demostrado que el desplazamiento de las cantidades de sei©globulinas 
que se observa en el mieloma múltiple deba atribuirse a la exaltación 
de la actividad de las células mielomáticas neoplásicas; dado que en 
los restantes casos en que no existen células tumorales, hay que atri­
buir a células normales tanto la formación de las proteínas normales 
del plasma como las desviaciones patológicas del mismo, parece pro­
bable que las alteraciones en el mieloma múltiple no dependan direc­
tamente de la función proteinógena de las células mielomáticas, sino 
que el tumor de la medula ósea influya sobre la actividad del tejido 
normal de la misma medula o sobre la de centros de producción ale­
jados.

Los diagramas electroforéticos demuestran que en el mieloma múl­
tiple se produce un fuerte incremento de la 0 o de la y globulinas. 
¿Se trata de un solo tipo de células o de diferentes tipos que en una 
única forma patológica (al menos en apariencia) reaccionan unas 
veces en un sentido y otras en otro? También en los sueros antitóxicos 
de caballo se tropezó con el fenómeno de que un mismo estímulo dé 
lugar en el mismo organismo, tan pronto, al reforzamiento de la 
globulina [3, como al de la globulina y, o a la aparición de globulinas 
con una velocidad de desplazamiento intermedia (véase pág. 32), de 
modo que también aquí se plantea el problema de si existen uno o 
múltiples puntos que reciban el estímulo del antígeno. También es 
problemático cómo el aumento de una determinada clase de globulinas 
se coordina con la reducción de las restantes globulinas y de la albú­
mina. Si la reducción de la albúmina se considera como un proceso de 
compensación que mantiene él* equilibrio de la presión coloideosmótica 
del plasma [Wuhrmann y Wunderly (1945, 1946)], no se aclara, 
por ello, su relación fisiológica con el aumnto de globulinas. Además, 
no sólo se reduce la cantidad de albúminas, sino también las de las 
restantes globulinas que no han experimentado aumento, especial­
mente cuando otra de ellas ha crecido de modo extraordinario, como



Objeciones contra la teoría de que los anticuerpos 49

la

I

I 
í

!

sucede eñ el mieloma múltiple. Pudiera pensarse que en estos casos 
la producción de las proteínas del plasma se polariza, es decir, que 
a consecuencia de las circunstancias patológicas se agota casi en 
formación de una única globulina. No obstante, no se trata sino de 
una opinión, y queda en pie el hecho de que el análisis electroforético 
del suero no ha simplificado el problema del metabolismo proteico, 
sino que lo ha complicado, aunque enriqueciéndolo a la vez.

K. Landsteiner (1936), J. R. Marrack (1942), P. R. Cannon 
(1944) y con ellos casi todos los científicos que dirigen la investiga­
ción en este campo, consideran inconmovible la afirmación de que los 
anticuerpos son seroglobulinas modificadas. Para Cannon (1944, .1945), 
la producción de anticuerpos no es sino una fase del metabolismo 
proteico, y en trabajos recientes que funda en este punto de vista, 
deduce la consecuencia práctica de que la administración de proteínas 
de alto valor biológico o de mezclas convenientes de aminoácidos, en 
los casos de empobrecimiento de proteínas, se traducen no sólo en 
un rápido aumento de la concentración de las proteínas del plasma, 
sino también en la elevación de la producción de anticuerpos, cuando 
las reservas proteicas de los tejidos sean ya insuficientes para cumplir 
este fin; recíprocamente, una prolongada inanición o la pérdida pro­
gresiva de proteínas a consecuencia de una nefrosis crónica, influye 
considerablemente sobre la síntesis de anticuerpos, debilitando la re­
sistencia contra las infecciones [P. R. Cannon (1944, 1945), W. M. 
Cox y A. J. Mueller, P. R. Cannon y colaboradores (1943, *944 a, 
1944 b)].

Pero, a pesar de todos los argumentos, siempre encuentra defen­
sores el antiguo modo de concebir los anticuerpos como sustancias 
desconocidas ancladas en seroglobulinas que actuarían como soportes 
de ellas. A esta opinión se adhieren M. Macheboeuf y E. M. Faure» 
después de haber examinado clara y objetivamente todos los argu­
mentos que abonaban, hasta la fecha (1942), la naturaleza de globu­
lina de los anticuerpos. Estos autores arguyen que muchos enzimas 
fueron tenidos por proteínas hasta que pudieron desdoblarse en dos 
componentes, el apoenzima proteico y el coenzima que no posee na­
turaleza proteica; ambos son inactivos, pero al unirse dan lugar a 
sustancias de elevada actividad funcional. Porque hasta la lecha no

4

XI. Objeciones contra la teoría de que los anticuerpos son 
SEROGLOBULINAS MODIFICADAS
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a) Los anticuerpos fijos (ligados a

Los órganos (cuernos del útero, pulmones), privados de sangre y 
enjuagados, de cobayos anafilactizados por vía activa o pasiva, reac­
cionan en contacto con el antígeno como si contuvieran los anticuer­
pos correspondientes. Aunque no sepamos todavía en qué forma se 
encuentran los anticuerpos en tales órganos, el hecho de que después 
de lavarlos perfectamente, para eliminar toda la sangre, continúen 
reaccionando con el antígeno sin más que poner éste en contacto con 
su superficie, como se efectúa al aplicar la técnica de Dale, parece 
indicar que los anticuerpos se encuentran en forma de una película 
de globulina que no se arrastra al lavar (véase pág. 20). Conside­
rando exclusivamente el experimento anafiláctico activo., puede expli­
carse que el anticuerpo raccionante esté “sésil”, es decir, ligado a los 
tejidos, admitiendo que se produce en las células del órgano sensibili­
zado donde se encuentra antes de verter en la circulación (véase pá­
gina 3). Ahora bien: el experimento anafiláctico por vía pasiva 
contradice esta explicación; en este caso la “sesilidad” de los anti­
cuerpos no puede explicarse sino por haberse anclado los libres admi­
nistrados en el experimento; ahora bien: los anticuerpos deben ser 
globulinas inmunes que no se diferencian de las normales sino por 
su afinidad a un determinado antígeno; antigeno que, naturalmente, 
no existe en los tejidos del cobayo. Queda una última explicación: 
que la fijación dependa del carácter de globulina común a todos los 
anticuerpos; según ello, cualquier seroglobulina normal debe fijarse 
a los tejidos como las globulinas inmunes. Conclusión extraña que 
pudiera esconder un fondo de verdad, como parece indicar la deno­
minada enfermedad del suero pasiva inversa, primeramente descrita 
por E. A. Vos y por Vos y Hundt, y después por S. Karelitz y 
S. StEmpien. Cuando un hombre recibe subcutáneamente suero de ca­
ballo y, después de transcurridas entre ocho horas y varios días, se 
le administra por vía intravenosa suero de convaleciente de la en­
fermedad del suero, reacciona solamente el lugar donde se inyectó 
el suero de caballo (o antes y de modo más intenso). En 1926, L. E. 
Opie y J. FurTh describieron un efecto análogo como anafilaxia

se haya conseguido una separación análoga con los anticuerpos, no 
queda demostrado que el hecho sea imposible. Existen, por lo demás, 
ciertas observaciones que justifican la hipótesis de Macheboeuf y 
Faure sin necesidad de apoyarla en la referencia a la naturaleza de 
los enzimas.

llljl
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local pasiva e inversa del conejo. Ahora bien: estos fenómenos deben 
estudiarse con mayor profundidad y de modo especial su conexión 
con las pruebas de transmisión de las reaginas alérgicas de Praus-, 
nitz-Küstner, en las que el orden de la aplicación de los componen­
tes de la reacción puede también invertirse.

b) El fenómeno de la anafilaxia

Si hembras de cobayo preñadas dentro de los dos tercios primeros 
del perído de gestación se inmunizan con suero de caballo, alum­
bran crías anafilácticas. Este resultado se consigue con la mayor 
regularidad. El hecho de que las crías estén anafilactizadas de modo 
pasivo demuestra el paso de los anticuerpos a través de 1a placenta; 
pero el hecho de que este anticuerpo sea una sustancia que se com­
porta en el sentido físico como una seroglobulina, es decir, como una 
proteína de alto peso molecular, está en contradicción con su paso por 
la placenta, que posee una relativa impermeabilidad, y este paso se 
produce, como se ha señalado, no excepcional mente, sino en todos 
los casos. Por otra parte, si corto tiempo después del parto se in­
vestiga el contenido de anticuerpos anafilácticos en la sangre de la 
madre (intentando transmitir la anafilaxia), se obtienen siempre resul­
tados negativos [R. Doerr y S. Seidenberg (1931)]. ¿De qué forma, 
por consiguiente, pasan los anticuerpos de la madre al feto? Este pro­
blema resulta aún más notable cuando la sensibilización de la madre 
no tuvo lugar durante el embarazo, sino que se efectuó antes de ser 
fecundada, de modo que, según datos seguros, tanto el antígeno como 
los anticuerpos circulantes en la sangre debían haber desaparecido del 
organismo de la madre en el tiempo de 1a concepción; sin embargo, 
también en este caso, nacen crías anafilactizadas de modo pasivo 
(R. Doerr y S. Seidenberg). Lo que sucede se puede examinar 
fácilmente en el siguiente esquema:

Día primero: Sensibilización, mediante la inyección subcutánea de * 
0,002 mi. de suero de caballo.

Día catorce: Se ha eliminado el suero de caballo.
Días sesenta-noventa: No pueden descubrirse 1os anticuerpos ana­

filácticos aunque se utilice gran cantidad de sangre.
Día doscientos treinta: Concepción.
Día trescientos: Alumbramiento de crias con anafilaxia pasiva.
Por tanto, se observa la contradicción siguiente: los anticuerpos 

tenían que circular por la sangre de la madre para que pudieran oca­
sionar la sensibilización pasiva del feto en el útero, y, sin embargo,
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c) La persistencia de los anticuerpos.c
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110 pueden descubrirse en la sangre porque han desaparecido de la 
circulación ya a los sesenta-noventa días de la sensibilización. Es cierto 
que los cobayos preparados por vía activa reaccionan de modo ana- 
filáctico mucho después de los sesenta-noventa días siguientes a la 
inyección del antígeno, y, por consiguiente, después de esta época 
deben poseer anticuerpos; pero como no aparecen en la sangre tienen 
que estar fijados en los tejidos, y en este estado parece evidente que 
no deberían ser capaces de sensibilizar al feto por vía de la placenta, 
es decir, mediante la sangre; por consiguiente, sólo resta la posibili­
dad de que el feto se haya sensibilizado mediante anticuerpos fijos 
a la placenta o la pared del útero.

í ’
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Los anticuerpos que se administran por vía pasiva, aunque sean 
homólogos, es decir, procedentes de animales de la misma especie, 
se comportan como sustancias extrañas al organismo [R. Doerr 
(1929 b)] y se destruyen en un tiempo relativamente corto. De modo 
muy distinto se comportan los anticuerpos producidos por vía activa.

Cuando un cobayo se prepara de modo activo por la inyección 
subcutánea de pequeñas cantidades de antígeno (por ejemplo, de 
jo-3-io~5 mi. de suero de caballo) debe transcurrir un período de 
incubación, que a veces dura cuatro-seis semanas o más, antes de que 
aparezca el estado anafiláctico (R. Doerr y V. Russ, Rosenau y 
Anderson); este período dura lo necesario para que se produzcan 
anticuerpos en suficiente cantidad. Sin embargo, el antigeno inyec­
tado, en este caso una proteína extraña, se destruye a las dos sema­
nas. Como la producción de anticuerpos persiste durante muchos 
meses (véase luego), resulta evidente que, una. vez que el estimulo del 
antígeno pone en marcha dicha producción, ésta se hace independiente . 
del antígeno y sigue funcionando autónomamente, dirigido por condi­
ciones que no dependen ya del estírrtulo, sino que hay que buscar en 
las células estimuladas [R. Doerr (1929 a)]. También puede obser­
varse en otros fenómenos que las consecuencias de un estímulo se 
vuelven en ocasiones independientes de éste, como, por ejemplo, cuando 
se estimula la piel por los rayos Roentgen o en la producción experi­
mental de carcinomas -por estimulantes químicos.

Unos cobayos sensibilizados por vía activa mediante la inyección 
subcutánea de pequeñas dosis de suero de caballo (por ejemplo, 
0,005-0,1 mh = 0,0005-0,01 g. de antígeno proteico, aproximada­
mente), siguen reaccionando a los trescientos treinta y cinco días de la
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inyección sensibilizante con un choque agudo letal, y después de mil 
ciento veintiún días acusan aún síntomas leves (O. Thomsen). Ahora 
bien: los anticuerpos producidos a consecuencia de la preparación 
activa se destruyen en el organismo lo mismo que los incorporados 
por vía pasiva. Esto se sabe, aunque no con completa certeza, por los 
trabajos de ThomsEn, quien observó que el estado anafiláctico activo 
experimenta al cabo de unos treinta-cincuenta días una disminución 
que se pone de manifiesto porque para conseguir una respuesta letal 
se necesita una dosis de antígeno más alta. Modernamente se ha 
calculado en unas cuatro semanas la duración de las moléculas de 
anticuerpo [R. Schónheimer, S. Ratner, D. Rittenberg y M. Hei- 
delberger (1942 b)] (véase pág. 67). Pero si los anticuerpos pro­
ducidos se destruyen constantemente, en cambio persiste el estado 
anafiláctico que demuestra la existencia de tales anticuerpos; por lo 
tanto, parece indudable que interfieren entre sí la destrucción y la 
formación de los anticuerpos, de tal modo que, durante un determi­
nado período, predomina la producción, hasta que finalmente (en el 
caso considerado al cabo de unos tres años) cesa por completo.

Pero también es posible que la producción de anticuerpos, una vez 
que se desencadena, no cese nunca, simo que se mantenga de modo 
algo amortiguado en tanto que el individuo viva. Una de las observa­
ciones más convincentes a este respecto es la siguiente: desde 1781 
3 1846 el sarampión fué una enfermedad completamente desconocida 
para la población de las islas Fáróer. Por contaminación con un car­
pintero enfermo se originó una epidemia en la que enfermaron más 
de 6.000 de los 8.000 habitantes, sufriendo la enfermedad tanto los 
adultos como los niños, con la excepción de los ancianos que habían 
enfermado antes de 1781 (Panum) ; estos individuos seguían, por 
consiguiente, en posesión de sus anticuerpos, conservando la inmuni­
dad específica. Coincide con esto el hecho de que, como es sabido, la 
vacunación contra el sarampión se consigue no sólo con suero de con­
valeciente, sino con suero de adultos sin más que elevar la dosis apro­
ximadamente al doble. Por un fraccionamiento adecuado de las mezclas 
de sueros de adulto y por la concentración subsiguiente de una deter­
minada fracción de la globulina y se ba llegado, incluso, a obtener^ 
preparados que, a dosis de 0,2 mi. por kg. de peso del paciente (inyec­
tadas intramuscularmente), protegen por completo la mayor parte de 
los niños inyectados (el 71 por 100) hasta cinco días después de reci­
bida la inyección, y con una cuarta parte de dicha dosis el prodeso 
de la enfermedad resulta mucho más benigno [J. Stores, E. P. Ma­
ris y S. S. Gellis, C. W. Ordman, C. G. Jenníngs y C. A. Janeway].
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(i) La persistencia de los anticuerpos en el suero de los individuos que 
sufrieron sarampión o fiebre ‘amarilla no puede, evidentemente, explicarse su­
poniendo que los anticuerpos se almacenan en un determinado órgano o tejido 
que permanentemente los pone en circulación, ya que tal depósito debería 
agotarse muy rápidamente. Además se demuestra la destrucción del anticuerpo 
homólogo, tanto del administrado por vía pasiva como del producido de modo 
activo por el organismo mismo (véase .pág. 67). Nos apartamos aquí explíci­
tamente de la explicación de la persistencia de los anticuerpos por el mero 
almacenamiento de éstos, teniendo en cuenta los trabajos de Ch. F. McKhann 
y colaborado: es, que atribuyen a la placenta la capacidad de almacenar anti­
cuerpos y de cederlos. Estas comunicaciones incluso han conducido a la aplica­
ción de extractos de placenta para la vacunación contra el sarampión. Esto 
se consigue hoy mucho más fácilmente y mejor por la obtención de concen­
trados de globulina y a partir de suero de adultos [E. J. Cohn y colaboradores]. 
El papel transmisor de la placenta, hablando con precisión, no es más que un 
intento de hacer comprensible la creación de un estado de inmunidad pasiva en 
Jos recién nacidos cuya sangre materna no posee anticuerpos apreciables [véase 
punto b); consúltese también T. Hallauer (1939, pág. 1.186]; con la presencia 
durante toda la vida de anticuerpos contra el sarampión o la fiebre amarilla, 
lo anterior no tiene ninguna relación estricta.

Dado el contenido de anticuerpos en el suero de los adultos se ha que­
rido deducir que el hombre, en las comarcas donde el sarampión es 
endémico, está expuesto a repetidas infecciones, que en el caso de 
haber sufrido la enfermedad en la infancia transcurren de modo la­
tente, pero que dan nuevo impulso a la formación de anticuerpos. Sin 
embargo, esta explicación no sólo es arbitraria, sino que está en con­
tradicción con las observaciones de las islas Fáróer. Con la teoría de 
la “epidemia latente’* o la “contaminación oculta” se ha introducido 
un gran desorden en las hipótesis.

El sarampión no es el único ejemplo de este tipo. W. A. Sawyer 
observó, en 1931, que en el suero de personas que habían sufrido 
treinta-setenta y ocho años antes una infección de fiebre amarilla y 
que hacía mucho tiempo que no habían vivido en comarcas donde la 
enfermedad fuera endémica seguían en posesión de anticuerpos neu- 
tralizadores del virus; estos datos se han atestiguado en muchos 
lugares [J. Bauer y N. Hutson, L. Soper y A. de Andrade]. 
Tampoco aquí puede explicarse la larga persistencia del anticuerpo 
por la suposición de reiteradas infecciones que pasaran inadverti­
das (1). Por otra parte, A. Packchaniar y Nylah Tom, en corro­
boración de observaciones anteriores, establecieron que las aglutininas 
para el Leptospira icterohaemorrhagiae puede persistir en la sangre 
del hombre hasta veinte años después de haber sufrido la enfermedad 
de Weil, aunque en este caso los resultados no son tan constantes.
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d) Alteraciones de los anticuerpos én el transcurso dp la inmu­
nización. i

Después de proseguir la inmunización durante largo tiempo, las 
globulinas inmunes pesadas del suero de caballo muestran tendencia 
a desdoblarse en partículas menores [E. A. Kabat y K. O. Peder- 
sen/ Petermann y PappenheimEr (1941 a), E. A. Kabat, A. TisE"

El haber sufrido el sarampión o la fiebre amarilla.da lugar a una 
inmunización específica contra la reiteración, que casi siempre dura 
toda la vida. Pudiera, pues, opinarse que también en otras enferme­
dades que dan lugar a una inmunidad postinfecciosa de mucha dura­
ción pudiera observarse durante todo dicho período la persistencia 
de los anticuerpos en el suero. Sin embargo, no es esto lo que sucede; 
o al menos no parece serlo; es decir, expresándose correctamente, nó 
existe ningún paralelismo persistente entre la inmunidad postín fec- 
ciosa y la presencia de los anticuerpos en el supro, demostrable analí­
ticamente; pudiera opinarse, sin embargo, que los anticuerpos existen, 
pero no en forma libre^circulando por la sangre, sino anclados en los 
tejidos, como lo están en el último estadio de la anafilaxia activa 
(véase apartado a) de este capítulo). Entretanto parecen justificados 
.’os esfuerzos de E. J. Cohn (1945) de obtener concentrados de glo­
bulina y (véase pág. 29) de adultos normales e investigar su activi­
dad terapéutica en todos aquellos casos en que exista una fuerte 
inmunidad postinfecciosa y convenga reservar el suero de convale­
cientes. Efectivamente, J. Enders demostró en tales concentrados 
anticuerpos contra las toxinas diftérica y estreptocócica contra el vi­
rus A de la gripe, contra el virus de la parotitis epidémica y contra 
el antígeno H del bacilo tífico; concentrando el suero normal 25 veces, 
el título de algunos de estos anticuerpos iguala o sobrepasa el suero 
de convalecientes. Según E. J. Cohn, así como según Stokes y 
NeEfe y otros, con los concentrados a dosis de 0,15 mi. se consigue 
retrasar la aparición de la ictericia en la hepatitis epidémica. Se ha 
sostenido la teoría de que los anticuerpos no son sino seroglobulinas 
que no pueden distinguirse de las normales más que por su afinidad 
específica por el correspondiente antígeno, y que esta propiedad la 
adquieren porque la globulina inmune se forma in status ñas c endi 
Sobre la matriz. del antígeno (véase pág. 73). Sin embargo, no se 
comprende por qué este proceso no cesa con la desaparición del anti­
geno, sino que se conserva como una función permanente del orga­
nismo, que continúa ininterrumpidamente en ausencia dél antígeno.
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ltus y Kabat]. Se ha supuesto que el organismo del caballo, cuando 
lleva mucho tiempo produciendo grandes cantidades de globulinas 
inmunes pesadas, intenta descargarse de estas sustancias, en cierto 
sentido “extrañas a la sangre”, y cuando estas globulinas se están 
formando continuamente, su fragmentación representa un mecanismo 
adecuado para conseguir este fin. Pero la demolición, o como quiera 
llamarse a este proceso, no parece ir acompañada de disminución de la 
actividad de los anticuerpos específicos; por el contrario, en el suero 
de los caballos inmunizados desde hace tiempo se demuestra que exis­
ten, en lugar de una globulina inmune pesada, varios componentes 
proteicos de distinto peso molecular y diferente velocidad de despla­
zamiento, todos provistos de actividad de anticuerpos [M. Heidel- 
lergEr y K. O. Pedersen, Kabat, TisElius y Kabat]. Estos datos 
recuerdan completamente una observación análoga que se ha hecho o 
se ha creído hacer con proteínas de virus de alto peso molecular, 
según la cual puede fragmentarse su gigantesca molécula sin que des­
aparezca su capacidad específica de infectar. [R. Doerr (1944, pá­
ginas 15 y 45)]. Pero tanto en este caso como en el de las globulinas 
inmunes, no resulta claro en qué proporción se encuentran la molécu­
la activa entera y los fragmentos activos. Cuando se suponía que 
todos los anticuerpos del suero de caballo eran siempre una globulina 
pesada con un peso molecular de 930.000, aproximadamente, parecía 
sin duda mejor fundada la opinión de que “todos los anticuerpos 
son globulinas especiales”.

Además, desde hace mucho tiempo se sabe que la especificidad 
de los sueros inmunes disminuye con e! curso del proceso de inmuni­
zación. La reactividad de los sueros inmunes al comienzo de dicho 
proceso se limita más o menos estrictamente al antigeno utilizado; 
pero más tarde aparecen, en cantidad creciente, reacciones cruzadas, 
es decir, que los sueros inmunes llegan a dar resultado positivo frente 
a antígenos con los que no reaccionaban al comienzo de la inmuni­
zación. Si para inmunizar se utilizó como antígeno no una sustancia 
pura, sino la mezcla de varios antígenos, pudiera opinarse que ini­
cialmente actuaría el antígeno con mayor actividad, que inhibiría por 
su concurrencia al menos activo, y que éste, sólo después de una 
inmunización reiterada, conseguiría introducirse en el campo de reac­
tividad del antisuero. Pero parece ser que también si se “hiperinmu- 
niza” con un antígeno unitario, se observa una pérdida parcial de la 
especificidad. Hasta la fecha no se ha analizado bien el estado efectivo 
del asunto; pero si, como es probable, los antígenos homogéneos
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a) Los sueros inmunes “desespeciados”.

f) El fenómeno de la extinción.
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Los sueros inmunes antitóxicos (de caballo) por la acción per­
sistente de fermentos pueden perder o transformar su capacidad de 
actuar como antígenos (como proteínas extrañas) y conservar en tanto 
su capacidad para neutralizar la toxina correspondiente. La globulina 
asociada con tal antitoxina 'forzosamente debe desnaturalizarse por 
este procedimiento, como puede demostrarse directamente (véase 
también pág. 35), ya que se destruye, al menos parcialmente, y, no 
obstante, no se daña la ¡capacidad d¿el anticuerpo de reaccionar con 
su antigeno. De esto debe deducirse que la función específica de la 
antitoxina no está ligada a la intangibilidad del soporte globulínico. 
Como los resultados de las investigaciones que conciernen al caso se 
han expuesto en otro lugar (véase pág. 34), nos contentamos aquí 
con señalar este fenómeno notable.

Los cobayos sensibilizados por vía activa o pasiva no reaccionan 
o reaccionan muy débilmente frente a la inyección desencadenante 
cuando poco antes de ésta se les inyectó intravenosamente 1 a 3 mi. de 
suero normal de la misma o de distinta especie [R. Doerr (1929 a. 
página 738)]. Lo observado podría atribuirse a una inhibición de 
cualquier tipo de 1a reacción anafiláctica y no se opondría a la tesis de 
que los anticuerpos son inmunglobulinas; pero C. H. Kellaway y 
J. S. CowEll (1922) determinaron el titulo de precipitinas y de anti­
cuerpos anafilácticos en el suero de cobayos sensibilizados activamente

obedecen también esta regla, tendríamos otra observación que no po­
dría armonizarse sin más con la teoría generalmente aceptada.

F. M. BurnEt (1941) intenta poner de acuerdo con la teoría ge­
neral los fenómenos de la persistencia de los anticuerpos y de su 
transformación en el curso del proceso de inmunización. Supone que 
las globulinas son sintetizadas por proteasas intracelulares. cuya 
acción se modifica en presencia de un antígeno, por lo que originan 
globulinas inmunes en lugar de globulinas ordinarias. Cuando el an­
tígeno ha desaparecido, las proteasas conservan 1a alteración sufrida; 
pero ésta va modificándose algo después paulatinamente, y a esto se 
debe el aumento del campo de especificidad. Aparte de que faltan 
pruebas en apoyo de esta hipótesis, 1a aclaración que se consigue no 
desvanece todas las objeciones planteadas.
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T. H. Northrop (1941-1942) consiguió obtener cristalizada la 

antitoxina diftérica. Como material de partida utilizó la combinación 
. de la toxina y de la antitoxina, que primero dirigió 
después fraccionó con sulfato amónico. Examinado en 
fuga, en el aparato de electroforesis y frente a distintos disolventes, 
el producto se comportó como una proteína homogénea que, no obs­
tante, llevaba indicios de un hidrato de carbono, ya que, en general, 
es muy difícil obtener cristales proteicos completamente exentos de 
impurezas orgánicas. Los cristales tienen tendencia a pasar al estado

frente a suero de caballo e inyectaren a los animales, por vía intrave­
nosa, 3 mi. de suero de cobayo normal. A los quince minutos de esta 
inyección de suero de la misma especie se observó que el contenido 
de anticuerpos en la sangre de los animales había disminuido de modo 
considerable, y sólo al cabo de veinte horas volvió a subir de modo 
paulatino. También se observó que simultáneamente se reduce la sen­
sibilidad de la musculatura lisa del útero frente al contacto del anti­
geno, hasta el extremo de que, aunque éste se emplee en una concentra­
ción diez veces superior a la positiva frente a úteros de cobayos 
sensibilizados testigos, no se consigue provocar ninguna contracción 
en úteros extirpados después de transcurridas una o dos horas 
de la inyección de suero homólogo normal (técnica de Schultz- 
Dale); sólo al cabo de cuatro horas se regenera 'la capacidad 
de contraer los cuernos del útero. Los cobayos tratados de modo 
análogo se comportan frente a una inyección desencadenante intra­
venosa de un modo que se corresponde en todos los respectos con las 
modificaciones de la sensibilidad para el antígeno que se observan en 
el músculo liso aislado, pero no con las modificaciones del contenido 
de anticuerpos libres en la sangre de los animales de experimentación, 
lo que coincide completamente con la concepción generalmente acep­
tada de que los anticuerpos ligados a los tejidos (“celulares” o “sé-

- siles”) son los anticuerpos propios de la reacción anafiláctica. ¿Cómo 
explicarse que éstos anticuerpos fijos, que pueden ser también glo­
bulinas inmunes, desaparezcan o se inactiven temporalmente para 
reactivarse de nuevo o regenerarse espontáneamente? Esta pregunta 
no puede contestarse actualmente, ni se ha insistido sobre estas ob­
servaciones, aunque Doerr (obra citada, pág. 715) haya llamado pos­
teriormente la aterición sobre ellas.

XII. Un anticuerpo cristalizado
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líquido. El 92 por 100 del nitrógeno que la antitoxina cristalizada 
contiene puede precipitarse por la toxina. El peso molecular parece 
ser de 90.500, es decir, aproximadamente la mitad del que posee la 
seudoglobulina antitóxica aislada (184.000); tiene una constante de 
sedimentación de 5,5 X 1013 (frente a 7,2 X 1013 de la antitoxina sin 
fraccionar) y una constante de difusión de 5,8 X 107 (frente a 
3,9 X 107); éstas propiedades físicas fueron establecidas por 
A. Rothen (1941-42). Se combina con la toxina purificada en pro­
porciones mucho más variadas que la antitoxina no fraccionada. Esta 
sustancia es hasta ahora el único anticuerpo que se ha podido obtener 
en estado cristalizado; sin embargo, K. Landsteiner (1945) estima 
lo conseguido por Northrop como an impressive resull.

•Entretanto debe recordarse que se manipulaba un concentrado de antitoxina 
que podía llevarse al estado cristalizado. Fundándose en las investigaciones 
de J. van der Scheer. iWyckoff y Clarke (194.1 b) y especialmente las de 
Kerwick (véase pág. 26), debe aceptarse que la antitoxina diftérica, al menos 
en lo que respecta a su comportamiento químico-físico, no es un cuerpo único, 
sino que puede presentarse en distintas formas, que se distinguen también per 
sus reacciones con la toxina diftérica. Por ello no podría hablarse sin más ni 
más de la cristalización de la antitoxina diftérica, sino en el caso de que siem­
pre, incluso a partir de sueros antitóxicos de diferentes especies animales, se 
obtuvieran los mismos cristales. En conexión con esto habría que mencionar 
que el virus nccrosante del tabaco -puede suministrar, «por fraccionamiento de 
sus disoluciones con sulfato amónico, precipitados amorfos o cristales de dis­
tintas formas (laminillas romboidales, prismas hexagonales, .pirámides dobles, 
rombododecacdros), si bien todos estos productos pueden ocasionar la necrosis 
[F. C. Bawden y N. W. Pirie (1942)].

Sin embargo, tal como actualmente se plantean las cosas, y a pesar 
de posibles objeciones, no parece razonable apartarse de la opinión 
de que los anticuerpos son globulinas inmunes modificadas, sin caer 
en la persecución de lo puramente hipotético, despreciando la base 
de opiniones fundamentadas. Actualmente pueden plantearse dos pro­
blemas en conexión con dicha teoría generalmente admitida; en pri­
mer lugar, él modo de producirse estas globulinas, con lo que se 
orientará necesariamente la debatida cuestión del lugar de formación; 
y en segundo lugar, de qué forma actúan las globulinas como anti­
cuerpos específicos.
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Para investigar la formación de las globulinas inmunes, Sabin inyectó a 
conejos, por vía intravenosa, intradérmica, subcutánea e intraperitoneal, un 
precipitado rojo obtenido con alumbre y una proteína coloreada. Procuró bus­
car microscópicamente el antígcno marcado con color a distintos intervalos; 
por otra parte vigiló la aparición de los anticuerpos en el suero de los animales. 
Las partículas rojas se encontraron fagocitadas en los endotelios: en las células 
hepáticas de Kupfer, en los macrófagos del bazo y de la médula ósea, eri los 
n lacró fagos del cutis, en los endotelibs de los vasos y en las glándulas linfá­
ticas regionales; en .una palabra, en todas las células fagocitarias, influyendo, 
naturalmente, en la distribución el modo de incorporar el antígcno coloreado; 
sin embargo, siempre se observaba en ciertos endotelios y macrófagos libres. 
Las partículas primeramente aparecían en vacuolas digestivas, donde se deco­
loraban, y finalmente desaparecían; este memento final coincidía con la aparición 
de los anticuerpos en el suero de los conejos. Por último, Sabin también ob­
servó una especie de circulación a través de la superficie limitante de los 
monocitos o macrófagos. que suele también apreciarse cuando han fagocitado 
sustancias no antigénicas, pero que después de la captación de un antígcno es 
más acusada.

H
h

I p»
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Evidentemente podríamos aproximarnos, teórica y exper i mental­
mente, al modo de formarse las globulinas inmunes si supiéramos 
con mayor exactitud cómo se originan las globulinas normales.

Guiado por esta idea, F. R. Sabin reanuda experimentos concer­
nientes a la formación de los vasos sanguíneos en el blastodermo de! 
embrión de pollo al final del segundo día de incubación. Según las 
observaciones de E. Klein proseguidas después por Sabin, los ca­
pilares comienzan siendo cordones macizos constituidos por angio- 
blastos, y sólo después se transforman en canales por la fluidifica- 
ción de la parte central, mientras, simultáneamente, las células peri­
féricas se aplanan transformándose en un endotelio. El líquido for­
mado por la fluidificación de la sustancia del angioblasto representa 
al plasma sanguíneo. Sabin supone que las proteínas del suero, al 
menos las globulinas, se forman durante toda la vida por la fluidifica­
ción de una parte del citoplasma de células vivas, principalmente de 
las células hepáticas de Kupfer. El proceso no puede considerarse 
como una “secreción” porque en 1a secreción se eliminan productos 
formados en la célula, pero completamente distintos de su plasma sin 
pérdida de la sustancia que integra el soma celular.

XIII. La tentativa de F. R. Sabin de observar ópticamente 
EL PROCESO DE LA FORMACIÓN DE LAS GLOBULINAS INMUNES

IV 
•i 
; * í;
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Hasta aquí los resultados de F. Sabin no son sino la ratificación 
de lo observado anteriormente en experimentos efectuados con anti­
genos, tanto naturales como marcados químicamente (véase pág. 8). 
Como otros autores, Sabin deduce de 1a distribución de los antigenos 
en el organismo los lugares de formación de los anticuerpos. Lo 
original en este autor es el medio encontrado para vigilar visuaimente 
esta distribución, que consiste en poner una proteína coloreada en 
forma de partículas visibles al microscopio, precipitándola por alum­
bres; tales partículas, como les sucede a otras de tamaño análogo 
(bacterias, micelas de tinta china, óxido férrico, etc.), sólo son cap­
tadas por las células fagocitarias, de modo que había algún motivo 
para hacer radicar en ellas el origen de los anticuerpos.

En la interpretación teórica de sus descubrimientos, Sabin sigue, 
no obstante, un camino propio. Opina que 1as partículas, inicial­
mente rojas y después decoloradas, se fluidifican en las vacuolas, y que 
el producto de la digestión intravacuolar pasa al citoplasma de las 
células fagocitarias. lugar de las síntesis intracelulares. En él cito- 
pasma estimulan, de modo desconocido, la síntesis de las globulinas, 
que además se modifican por su presencia, por lo que se originan no 
sólo globulinas normales, sino además globulinas modificadas (inmu­
nes). Las globulinas inmunes y las normales alcanzan el plasma san­
guíneo a consecuencia de la demolición de las capas celulares perifé­
ricas (véase luego), ya que los macrófagos sintetizan las globulinas 
precisamente en dichas capas. Sabin señala, por último, que las célu­
las que han formado en algún momento globulinas inmunes quedan 
sensibilizadas, es decir, que reaccionan frente a un nuevo estímulo 
del mismo antígeno de modo distinto (más fuerte) que las células 
normales.

Si se analizan detenidamente estas consideraciones hipotéticas vuel­
ve a tropezarse con lo conocido de antiguo. P. Ehrlich relacionó la 
formación de anticuerpos con la alimentación de las células, qué 
también toma Sabin en consideración; este autor atribuye un impor­
tante papel al desprendimiento de los anticuerpos a partir de las cé­
lulas productoras de globulina, desprendimiento que incluso hace 
visible y no considera a los anticuerpos como componentes prefor­
mados en las células (receptores), sino como productos normales de 
la síntesis proteica fisiológica, modificados in loco nasqendi por la 
interferencia de los antígenos. Con la segunda cuestión, es decir, con 
la manera de considerar la actividad de una globulina inmune como 
anticuerpo, no se ha enfrentado Sabin.

Contra la teoría que sitúa en los reticulocitos (micro y macrófagos)
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el Tugar de formación de los anticuerpos se objeta que por el hecho 
de que estas células sean capaces de captar antígenos formes (bac­
terias, eritrocitos) y de que los digieran en su citoplasma, no puede 
afirmarse que los productos de tal degradación sean anticuerpos. Me­
diante las técnicas de Sabin puede seguirse 1a fagocitosis y sus 
secuelas inmediatas, pero de ningún modo la formación de las glo­
bulinas inmunes, lo que ciertamente tampoco ha afirmado Sabin; lo 
que este autor ha pretendido observar es sólo la eliminación de las 
inmunglobulinas ya formadas. Lo que sucede entre la fagocitosis y 
la digestión fagocitaria, por una parte, y la liberación de 1as globuli­
nas inmunes, por otra, es, como Sabin dice, simple hipótesis.

Modernamente, W. E. Ehrich y colaboradores han señalado las debilida­
des de las investigaciones de Sabin y la imposibilidad de deducir de ellas que 
los anticuerpos se produzcan en los rcticulocitos [véase W. E. Ehrich y T. N. 
Harris y T. N. Harris, Grimm, Mertens y Ehrich] ; esta conclusión per­
mite señalar como posible lugar de formación de los anticuerpos a los lin- 
focitos [C. H. Bunting, I,. Hektoen (1915), J. B. Murphy y E Sturm, 
R. Rich, Lewis y Wintrobe, McMaster y Hudack, F. M. Burner (1941)]. 
En apoyo de esta hipótesis se entró en una complicada interpretación, que no 
expondremos, de experiencias conocidas que consisten en bloquear el tejido 
retículoendotelial con óxido férrico, tinta china, azul tripán y colargol, con el 
fin de rebajar la producción dé anticuerpos. En -segundo lugar, también se de­
mostró que la liberación de cito-plasma no sólo se observa en los macrófagos, 
sino también en los linfocitos. mieloblastos y en otras células, -señalándose que 
tales procesos eran conocidos con el nombre de trombocitopoyesis (M. Watzka). 
Finalmente se aducen argumentos experimentales con los que pretenden de­
mostrar directamente que los anticuerpos se producen en los linfocitos o en- 
los ganglios linfáticos regionales; por ejemplo, -se señala que los anticuerpos 
se encuentran en menor concentración en los vasos linfáticos que conducen- 
a los ganglios linfáticos que en los eferentes, que los linfocitos en las vías 
linfáticas eferentes también contienen más anticuerpos que la linfa líquida 

• que los rodea y, por que último, que después de inyectar un antígeno en el 
oído (McMaster y Hudak) y en una extremidad [F. M. Burnet (1941), 
W. E. Ehrich y T. N. Harris (1942)] se observa que los anticuerpos des­
aparecen más rápidamente en los (ganglios linfáticos regionales que en el suero, 
y que cuando el antígeno no se inyecta sino en un lado, también aparece en­
mayor cantidad que en los ganglios linfáticos del lado contrario. Pero como los 
linfocitos no ísgocitan, resulta incomprensible que en ellos puedan formarse 
los anticuerpos cuando el antígeno se inyecta en forma celular, por lo que 
Ehrich y T. N. Harris piensan de nuevo en los reticulocitos (macrófagos), 
pero atribuyéndoles sólo el papel previo de desmenuzar y diseminar los anti­
genos formes; una vez que los retitulocitos liberan los productos antigénicos 
así preparados -son, finalmente, los linfocitos los encargados de transformarlos 
en anticuerpos. Sin embargo, no ha podido demostrarse que los linfocitos pue­
dan captar proteínas disueltas; Ehrich y colaboradores han mostrado más bien,, 
sin pretenderlo, que no son capaces de tal función; según sus experimentos,.
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tejido conjuntivo desarrolladas a 
de embriones de pollo cultivados en

Las proteínas del organismo proceden de las proteínas de la alimentación. 
En el intestino ciertos fermentos las desdoblan en sus componentes, los amino­
ácidos, antes de ser absorbidas, y a partir de estos aminoácidos se sintetizan 
las proteínas propias del organiísmo al otro lado de la barrera intestinal. Por 
el desdoblamiento que se efectúa en el intestino se impide que invadan la sangre 
y los tejidos proteínas extrañas a la sangre, y se consigue conservar los pro­
ductos proteicos propios del organismo con sus propiedades particulares. Como 
ha -señalado E. Abderhalden. se puede efectuar in vitro la primera parte de este 
proceso (el desdoblamiento en aminoácidos de las proteínas extrañas al orga­
nismo) y transformar por una hidrólisis fermentativa las proteínas de la alimen­
tación en una mezcla de aminoácidos; con una mezcla de aminoácidos así con­
seguida se pueden alimentar animales durante largo tiempo sin que se observe

los linfocitos no pueden captar (absorber) anticuerpos del líquido que los rodea, y 
los anticuerpos, dado su carácter de globulinas inmunes, son antígenos disueltos 
(véase pág. 71).

Con esta cuestión del lugar en que se forman los anticuerpos están 
relacionados también, hasta cierto punto, los resultados de las inves­
tigaciones de K. Landsteiner y R. C. Parker (1940). Células de 

partir de /fragmentos de músculo 
plasma de conejo y en extractos- 

de tejidos de conejo, ceden al medio de cultivo sustancias que reac­
cionan de modo específico con una precipitina para el suero de pollor 
de modo que, según todos los aspectos, serían proteínas del suero- 
de pollo. Pero como esta sustancia, a pesar de un cultivo de ocho 
meses y después de 35, pases no disminuye en concentración, no parece 
probable que se trate de una impureza arrastrada por el material de 
partida. Los autores opinan que debían planearse experimentos para 
intentar identificar esta sustancia, empleando precipitinas contra glo­
bulinas, albúminas y otras proteínas del suero de pollo. No tengo 
noticia de que se haya efectuado este trabajo. Incluso si se demostrara 
que en los cultivos de tejidos los fibroblastos del embrión de pollo 
producen efectivamente de modo permanente proteínas de suero de 
pollo, no se demuestra por ello su capacidad de formar anticuerpos 
específicos (véase pág. 45). También sería, naturalmente, importante 
que el cultivo sól'o constara de fibroblastos; por la imagen microscó­
pica del tejido cultivado parece ser homogéneo el cúmulo de célúlas 
desarrolladas.

Metabolismo de seroproteínas normales e inmunes

XIV. Investigación en el metabolismo proteico de las sero- 
GLOBULINAS NORMALES E INMUNES CON AYUDA DE AMINOÁCIDOS 

ISÓTOPOS
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ningún efecto pernicioso. Por la investigación fisicoquímica no puede conocerse 
de qué .proteína procede un determinado aminácido; lo que distingue las pro­
teínas extrañas al organismo de los propias no es sino la combinación particu­
lar de aminoácidos que constituye cada molécula proteica. También se com­
prende fácilmente que el estudio del desdoblamiento de las proteínas 
proporciona una imagen de su constitución, pero no puede ofrecer indicaciones res­
pecto al proceso de la síntesis de las proteínas en el organismo, ni de la velo­
cidad de esta síntesis, ni de la relación entre esta velocidad y la naturaleza 
de los distintos órganos y tejidos.

Pueden marcarse, sin embargo, determinados aminoácidos (dl-tiro- 
sina, 1-leucina, r-leucina, glicina, lisina), sustituyendo en ellas el 
nitrógeno ordinario por su isótopo N15. R. Schónheimer observó en 
una serie de experimentos que este isótopo N15 aparece en las pro­
teínas de los tejidos de las ratas poco después de haber añadido a la 
alimentación de los animales un aminoácido marcado con él; también 
demostró que el N15 que presentaban las proteínas tisulares no sólo 
aparecía sustituyendo al N ordinario de los aminoácidos homólogos 
al marcado que se administró, sino al N de otros aminoácidos; resul­
taba, pues, evidente el transporte del N de unos aminoácidos a otros 
durante la liberación temporal de los grupos amino; la velocidad 
con que el N15 aparece en una proteína del cuerpo después de la ali­
mentación con un aminoácido isótopo debe, pues, estar condicionada, 
por una parte, por los procesos de desdoblamiento y de reconstrucción 
de los enlaces peptídicos, y por la otra, por todas las reacciones de 
metabolismo que determinan el intercambio del N entre los amino­
ácidos [R. Schónheimer," S. Ratner y D. Rittenberg (1939 a, 
1939 b), Ratner, Schónheimer y Rittenberg, Ratner, Ritten- 
eerg, A. S. Keston y Schónheimer]. Prosiguiendo durante algún 
tiempos las determinaciones del N15 pueden sacarse conclusiones sobre 
la “actividad química” o la “velocidad de regeneración” de las pro­
teínas de diferentes tejidos; por ejemplo, se ha observado que las 
proteínas de los músculos y de la piel tienen menor actividad química 
que las de los órganos internos, y que entre éstas las del hígado son 
las que reaccionan más rápidamente. No obstante, hay que tener en 
cuenta que los órganos están compuestos de diferentes tejidos, que, 
en los pequeños animales de experimentación, no pueden separarse 
entre sí con facilidad y de modo perfecto. En este respecto, las pro­
teínas de la sangre constituyen un producto muy ventajoso para apli­
car las técnicas experimentales, y, además, nos interesan de modo 
especial. Sin las anteriores palabras de introducción, lo que sigue 
resultaría difícil de entender para parte de los lectores.
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Antes de entrar en la materia digamos que los autores refieren 
el contenido de N16 que determinan en los substratos investigados al 
contenido de N15 en 1os aminoácidos isótopos administrados en la 
alimentación (al que consideran con 100 átomos por 100); por ejem­
plo, si de una determinada fracción de proteínas del suero se dice 
que contiene un 2,00 por 100 de átomos de N15, significa que el 
2 por 100 del nitrógeno que contienen procede del aminoácido marca­
do administrado con el alimento. El primer hecho importante ob­
servado es que las proteínas del plasma participan en los procesos 
de metabolismo, que conducen a edificar las proteínas propias del 
organismo a partir de las proteínas del alimento, y que la velocidad 
de los procesos sea aproximadamente la misma que en las proteínas 
de los órganos internos. También es notable que en estos procesos 
participen aproximadamente con la misma intensidad todas las frac­
ciones del plasma, fibrinógeno, euglobulina, seudoglobulina y albú­
mina [Schonheimer, RatnEr, Rittenberg y M. Heidelberger 
(1942 a)]. En cambio, los experimentos no ofrecieron ningún indicio 
del lugar donde se forman las proteínas del plasma. Una opinión 
generalizada sitúa este lugar en el hígado (S. C. MaddEn y G. H. 
Whipple), por lo que cabía esperar que los valores en N15 del hígado 
resultaran más elevados que en las proteínas del plasma. De los datos 
de Schónheimer, Ratner, Rittenberg y Heidelberger se deduce 
más bien lo contrario; esto, sin embargo, pudiera estar motivado por 
no haberse investigado células hepáticas aisladas, sino la mezcla de 
tejidos obtenida por desmenuzamiento de la glándula.

En estas pruebas los aminoácidos isótopos suelen administrarse 
mezclándolos durante tres días consecutivos a una dieta básica que 
contiene caseína. El fraccionamiento de las proteínas del plasma 
sanguíneo se consigue por la adición de cantidades crecientes de sul­
fato amónico; las fracciones designadas como euglobulina y seudo­
globulina (véase luego) no corresponden a ninguna de las obtenidas 
por electroforesis (consúltense lás páginas 23 y siguientes).

Si los anticuerpos son globulinas inmunes deben comportarse, en 
lo que respecta a la captación del nitrógeno de la alimentación (en los 
experimentos señalados a la captación del N15), como las seropro- 
teínas normales. Para demostrar la exactitud de esta deducción, 
R. Schonheimer, Ratner, Rittenberg y Heidelberger (1942 b), 
procedieron a la inmunización activa de ratas con hemocianina y de 
conejos con neumococos del tipo III. Cuando la concentracióji en 
anticuerpos alcanza su máximo valor, e incluso inicia el descenso, se 
comienza la alimentación con aminoácidos isótopos que se prosigue

1 5
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proceder del anticuerpo. La figura io muestra el resultado de uno de 
estos experimentos, en el que se emprendió la alimentación con el 
aminoácido isótopo diez días después de administrada la última
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durante tres días. La prueba con conejos ofrece un interés particular 
porque permite tomar en un mismo día muchas muestras de sangre, 
en las que se puede seguir de cerca la marcha del proceso; el antígeno 
elegido permite además precipitar el anticuerpo con polisacáridos 
del neumococo exentos de N, de modo que el del precipitado sólo puede

Fies, io a y 10b. La 10a muestra el aumento y la disminución del isótopo TU5 
en ios anticuerpos (trazo continuo) y en las proteínas del suero (trazo punteado) 
Los círculos llenos de negro marcan la concentración de N'-6 en los anticuerpos, y 
los círculos blancos, la concentración ¿e Ni* en las restantes proteínas defl suero. 
El trazo horizontal negro que se ve en la esquina izquierda y superior de la fi?'tra 

señala el período de alimentación con glicina isótopa (con NI5).
La fig. 1 o b señala el contenido total de N en los anticuerpos; se observa que el con­
tenido de anticuerpos en la sangre disminuye durante la prueba (según Schónh.eimef, 

Ratner, Rittenberg y Heidelberger).

4 6
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Vida media de las moléculas de anticuerpo.

I
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Por la velocidad con que desaparece el N pesado de la proteína 
del anticuerpo y se sustituye por N normal (véase la fig. 10 a) 
[Schonheimer, Ratner, Rittenberg y Heidelberger (1942 b)], 
calculan la “vida media” de una molécula de anticuerpo en unas cua­
tro semanas; esta apreciación descansa en la suposición previa de que 
la desaparición del nitrógeno pesado del anticuerpo puede tomarse 
como índice de la destrucción de éste; es decir, que el N pesado no 
puede sustituirse por N normal eu las moléculas de anticuerpo intac­
tas. Si esto fuera posible, el anticuerpo conservaría, después de efec­
tuado el cambio, sus funciones inmunológicas, del mismo modo que 
la introducción de N pesado no influyó sobre las propiedades carac­
terísticas del anticuerpo; resulta evidente que el N normal y el pesado 
son, biológicamente, equivalentes.

El período de cuatro semanas constituye un valor medio que sólo 
vale para los anticuerpos propios del conejo (producidos en él por 
vía activa). En el hombre y en otras especies animales pueden resul­
tar valores muy distintos, según las particularidades del metabolismo 
proteico de cada especie. Por ejemplo, el estado anafi láctico pasivo 
en cobayos, conseguido por la administración de suero homólogo (de 
la misma especie), dura sesenta-setenta y siete días [R. Otto (1907), 
Br. Ratner, Jackson y Gruehl (1926)]. Los anticuerpos de otra

inyección del antígeno del neumococo. Las sangrías comenzaron tres 
horas después de alimentar con el aminoácido isótopo (glicina con 
y se prosiguieron, a intervalos relativamente cortos, durante 
doscientas horas.

Como puede observarse, tanto en las proteínas del suero como en 
los anticuerpos aumenta rápidamente el contenido de N15 inmedia­
tamente después de comenzar 1a alimentación con la glicina isótopa 
y antes de interrumpir esta administración el 1,5 por 100 del N 
de ambas proteínas se había sustituido por nitrógeno marcado pro­
cedente del alimento. Después de interrumpir la alimentación con el 
aminoácido isótopo baja el contenido de N15 en los anticuerpos y en 
las restantes proteínas del suero. Como del contenido total en N15 
no puede deducirse ninguna conclusión sobre su distribución en la 
molécula pioteica, se determinó el contenido de N1B en cada amino­
ácido, y resultó que la glicina (es decir, el aminoácido correspon­
diente al aminoácido isótopo que se mezcló a la dieta) era el amino­
ácido que presentaba un contenido de N15 máximo.
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Comportamiento de los anticuerpos administrados por vía- pasiva 
la alimentación de aminoácidos marcados con isótopos.
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especie desaparecen mucho más rápidamente. Los cobayos sensibili­
zados pasivamente por la administración de suero inmune de conejo 
reaccionan ,sin pérdida d? intensidad, tan sólo hasta el sexto día; a 
partir de éste disminuye rápidamente 1a intensidad de la reacción, 
que desaparece, lo más tarde, hacia Tos catorce dias (R. Weil, 
A. Coca y Kosakai).

M. Heidelberger, H. P. Treffers, R. Schónheimer, S. Rat- 
ner y D. Rittenberg han comprobado, mediante diversos experi­
mentos, que los anticuerpos homólogos administrados por vía pasiva 
no captan el N15 administrado con los alimentos en un aminoácido 
"marcado”. Este comportamiento, opuesto al que ofrecen los anti­
cuerpos producidos por vía activa, destaca más en el siguiente experi­
mento: se inmuniza un conejo por vía activa con un antigeno (neumo­
coco III, por ejemplo) y se le administran después intravenosamente 
anticuerpos contra otro antígeno (neumococo I); al alimentar el animal 
así preparado con glicina isótopa se observa que aumenta el contenido 
de N15 en los anticuerpos producidos por vía activa, pero no aumenta 
en los anticuerpos administrados pasivamente.

Lo anteriormente expuesto revela la incapacidad del anticuerpo 
administrado por vía pasiva para captar el N de la alimentación e 
incorporarlo a su molécula, lo que no significa más que se trata de 
un producto terminado del organismo que puede desdoblarse pero no 
regenerarse, lo que, por otra parte, ya se sabía. El anticuerpo pro­
ducido por vía activa que no se distingue ni desde el punto de vista 
físico-químico, ni serológico, de los anticuerpos homólogos adminis­
trados por vía pasiva, se destruye igualmente, aunque no siempre en 
el tiempo que suponen Heidelberger, Treffers y colaboradores 
(véase antes), y desaparecería si no fuera porque se renueva mientras 
persista la influencia del antígeno sobre los lugares de producción 
de las proteínas del plasma. Heidelberger y colaboradores suponen 
que en los primeros estadios de la inmunización activa predomina la 
producción de anticuerpos sobre su demolición, y que después (al 
empezar a descender la concentración de los anticuerpos en la sangre) 
se inicia el predominio de la demolición; sin embargo, continúa la 
producción de anticuerpos, aunque en cantidad restringida, mientras 
se mantenga el estado de inmunidad. Estas afirmaciones no son nue­
vas, ya que fueron expuestas de modo preciso en 1929 por R. Doerr

í
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el grupo de procedimiento» 
en la 

de hierro radioactivo

(1929 a), apoyándose en el análisis de los fenómenos anafilácticos 
(véase pág. 53). Los resultados de los experimentos con N pesado, 
anteriormente expuestos, ofrecen en todo caso un nuevo argumento 
en favor del origen celular de los anticuerpos y de su naturaleza de 
globulinas inmunes, y aportan una ratificación significativa del anti­
guo postulado de Ehrlich, según el cual debe relacionarse la pro­
ducción de los anticuerpos con el metabolismo de las células.

La aplicación de isótopos debe incluirse en 
experimentales a que pertenecen el empleo de sustancias radioactivas 
investigación de los virus [véase R. Doerr (1944)], o 
para estudiar los procesos del consumo y renovación del hierro en los hematíes 
(P. F. Hiahn, W. F. Bale, E. O. Lawrence y G. H. Whipple, W. B. 
Hawkins y Hahn). Mediante dicho procedimiento se pretende investigar la 
procedencia y destino de las proteínas del suero normal, y explicar sus rela­
ciones con las proteínas de los tejidos. G. <H. Whipple ha defendido la tesis 
de que las proteínas del plasma y de los tejidos mantienen un estrecho inter­
cambio que designa como equilibrio dinámico ;[R. L. Holman, E. B. Mahomey 
y G. H. Whipple (1934 a)l. Si se alimentan “perros” sólo con azúcar, se 
puede mantener su equilibrio nitrogenado sin más que inyectarles por vía intra­
venosa plasma sanguíneo homólogo; por otra parte, si se extraen a perros 
grandes cantidades de proteínas del plasma (plasmaferesis) y se les deja en 
ayunas, aparecen rápidamente nuevas proteínas del plasma y el nivel proteico 
del torrente circulatorio vuelve lentamente a su valor normal [W. J. Kerr, 
S. A. Hurwitz y G. H. Whipple, Holman, Mahomey y Whipple (1934 a)« 
S. C. Madden y Whipple, Madden y colaboradores (1940 a, 1940 b)]. En 
el primer caso, el organismo animal ha tenido que sustraer proteínas del plas­
ma circulatorio y transformarlas en proteínas de los tejidos, y recíprocamente; 
en el segundo caso, las pérdidas en proteínas del plasma han tenido que cu­
brirse por proteínas tisulares; el hecho de que esta sustitución se efectúe rápi­
damente, al menos eñ su primera fase, parece demostrar que en los tejidos 
existen reservas de productos que se movilizan fácilmente para la foimación 
dé proteínas del plasma. Para poder investigar más directamente ese inter­
cambio entre lais proteínas del plasma y las de los tejidos, ese “dar y tomar". 
Fink, Enns y colaboradores inyectaron a perros normales plasma marcado 
con N pesado (véase nota al pie de la pág. 46) y examinaron durante aligún 
tiempo la¡ concentración de las proteínas marcadas en el plasma. Observaron ■ 
que a las veinticuatro horas había desaparecido el 50 por 100 de las proteínas 
marcadas, y a los seis días el 75 por 100. Los autores reconocen que M. Heidel- 
berger, Treffers, Schonhíeimer, Ratner y Rittenberg habían obtenido con 
anticuerpos homólogos marcados unos porcentajes análogos en función del 
tiempo, que también se observan (W. W. C. Topley y Wilson, pág. 883) cuando 
se administra un anticuerpo heterólogo o una proteína extraña, aunque, según 
su propia experiencia, cuando se inyectan intravenosamente no pueden utili­
zarse en el metabolismo (W. Pommerenke, 'Slavin, Kariher y Whipple).

Finalmente, las proteínas no son las únicas sustancias que después de admi­
nistradas intravenosamente desaparecen de este modo de la sangre, sino que 
el agua, el azúcar, se comportan de igual forma. Por ello, de los experimentos
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XV. Diferencias GLOBULINASYINMUNES

Crítica \del estado actual del proponía.

i

citados no puede deducirse que las proteínas marcadas abandonen la circula­
ción para transformarse en proteínas tisulares o- para ser almacenadas en los 
tejidos. Se desconocen otros puntos importantes, a saber: dónde se encuentra 
el depósito supuesto por la teoría del equilibrio dinámico, del cuál se consi­
guen en caso necesario las proteínas del plasma, y en qué forma se almacena 
el producto mismo. El agua o las sustancias fácilmente diíusibles pueden con­
servarse en los espacios intersticiales del* tejido conjuntivo (en los intersticios 
entre Jas paredes de los capilares y las células de los tejidos) para ser rápida­
mente reabsorbidas de éstos (Roller, J. P. Peters, R. C. Mellors y colabo­
radores, etc.). No se explica, en cambio, tan fácilmente el almacenamiento en 
los tejidos de las sustancias coloidales ni su retroceso de los tejidos a la sangre. 
Las paredes de los capilares no son permeables para tales sustancias; si se 
alimentan perros con plasma homólogo administrado intravenosamente, rio se-’ 
gregan por la orina sino indicios de proteínas [Holman, Mahomey y Whipple 
(1934 a)]. Por otra parte, no puede suponerse que las proteínas del plasma de 
la misma especie que se inyectan por vía intravenosa se destruyan a medida 
que se separan del torrente circulatorio al menos en la proporción que implica 
una alimentación normal; la inmunidad pasiva conseguida por inyección intra­
venosa de suero inmune homólogo, así como la anafilaxia pasiva homologa, no 
desaparecen en un tiempo crítico de este tipo, no siguen la rápida caída de la 
concentración de los anticuerpos en el torrente circulatorio. Los problemas fíe 
las proteínas del plasma relaciionados con la investigación de anticuerpos nece­
sitan un esclarecimiento ulterior.

1 fellI
i
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Cuando se estableció definitivamente que los anticuerpos son sero- 
globulinas, sé planteó inmediatamente la cuestión de las diferencias que 
los distinguen de las normales (véase pág. 24). No se ha encontrado 
en ellos ninguna particularidad química ni en lo que respecta a los ami­
noácidos que 1os componen, ni a la presencia de sustancias o grupos 
que no poseyeran las globulinas normales [B. F. Chow y W. F. Goe- 
$el, L. F. Hewitt (1934), L. Velluz (1933, 34 y 37)» F- Breinl y 
F. Haurowitz (1930)]. Es cierto que se pueden apreciar ciertas di­
ferencias físico-químicas, como, por ejemplo, un peso molecular muy 
alto en las globulinas inmunes de suero de caballo (véase pág. 38), 
Un' comportamiento electroforético anómalo (componente T dé los 
sueros de caballo antitóxicos, componente L de las gallinas enfermas 
de leucosis) una viscosidad especial que no presenta ninguna proteína 
de los sueros normales correspondientes (A. A. GrEen, Ch. F. 
McKhann, I. Kapnick y K. R. Fahey), puntos isoeléctricos espe-

i

ENTRE GLOBULINAS
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cíales (A. A. Green y colaboradores), etc. Alguno de los métodos de 
investigación, especialmente los utilizados para aislar anticuerpos pu­
ros, son lo bastante precisos para dejar definitivamente sentada la 
conclusión de que, en los casos investigados, la función de soporte de los 
anticuerpos se desempeña no por globulinas normales, sino por glo­
bulinas modificadas. Este resultado, sin embargo, por diversas razo­
nes no posee ninguna significación especia!.

Primeramente, porque existen globulinas inmunes (e incluso pue­
de decirse que constituyen mayoría) que no pueden distinguirse por 
Jas propiedades dichas de las globulinas normales de los sueros de la 
misma especie. En la página 31 ya se discutió la observación de que 
los diagramas electrofcréticos de los sueros inmunes pueden presen­
tar una alta cima y I Pero s¡ se la absorbe con el antígeno se desdobla 
en globulina inmune y en globulina normal. Significación análoga tie­
nen los resultado conseguidos por A. M. Pappenheimer, Lundgren 
y Williams, quienes aislaron de un suero diftérico antitóxico de 
caballo una seudoglobulina que parecía homogénea examinada en la 
ultracentrífuga, en el! aparato de electroforesis y sometida a pruebas 
de difusión, pero que contenía sólo un 43,5 por 100 de antitoxina 
precipitable con la toxina específica; la seudoglobulina que restaba 
sin precipitar no reaccionaba con la toxina y tenía, no obstante, las 
mismas propiedades químicas y físicas que la seudoglobulina anti­
tóxica.

En segundo lugar, tales globulinas modificadas (diferentes de 
las normales) no sólo aparecen al formarse anticuerpos, sino en mu­
chos otros procesos patológicos; por ello no es legítimo, en modo 
alguno, enlazar al concepto de globulina “modificada” la función an­
ticuerpo. Esto sólo sería admisible si esta función estuviera ligada a 
una modificación sui generis de las globulinas, lo que de ningún 
modo sucede. Además, el exceso de globulina que se observa en la 
producción de anticuerpos no corresponde, según datos de algunos 
autores (véase pág. 43), a la cantidad de gl’obulina inmune demos­
trable, sino que la sobrepasa considerablemente; además, no sólo se 
observa un aumento de globulinas, sino una disminución de albúmina, 
de modo que parece lógico concebir todos estos procesos como la 
expresión inespecífica de un trastorno del equilibrio del metabolismo 
proteico (R. DoErr y W. Berger). De los productos de este proceso 
sólo uno es “específico”, a saber: la globulina inmune, e incluso esta 
especificidad que se -manifiesta como la capacidad d¡e reaccionar con 
un determinado antígeno no ha, podido hasta ahora relacionarse con 
ninguna propiedad física o química común a todos los anticuerpos.
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Algunas excepciones aparentes a esta regla se deben a que, como es sabido, 
las proteínas contenidas en un mismo suero no son serológicamente idénticas, 
diferenciándose incluso también por su especificidad las globulinas del mismo 
suero. Como los anticuerpos pueden estar ligados a distintas fracciones de «glo­
bulina, es naturalmente posible que un “anti-antisuero” obtenido con un anti­
cuerpo purificado de caballo no reaccione con otros anticuerpos de caballos. 
Precisamente en el caballo 1os anticuerpos antibacterianos están ligados a 
globulinas ir.-sodubles en agua (“ eugl obul inas”), y, en cambio, la antitoxina 
diftérica y los anticuerpos contra la ovalbúmina, a “seudoglobulinas" hidro- 
solubles. Por consiguiente, lo que se observa en las reacciones serológicas de 
los “anti-antisueros” no son las reacciones serológicas de los anticuerpos, sino 
las de su soporte globulínico [Ando y sus colaboradores, H. P. Treffers y 
Heidelberger (1941 a, .1941 b), Treffers, Moore y Heidelberger].

Al llegar a este punto hay que plantearse si es lógico inquirir más 
propiedades comunes a los anticuerpos, una vez que se ha llegado a 
la conclusión de que todos los circulantes en la sangre son seroglo- 
hulinas. De este modo se ha establecido ya una propiedad común; 
prescindiendo de ella, falta por saber si no diferirán entre sí los anti­
cuerpos (dando lugar a ilimitadas variantes) tanto en lo que respecta 
a la forma en que se originan por efecto del antígeno, como én cuanto 
a su capacidad de reaccionar con éste. Sin duda debe de existir un prin­
cipio general que regule la correspondencia genética y reactiva entre 
un anticuerpo y su antígeno. Pero este principio tiene carácter abs­
tracto y no se entiende que se investiguen sus 
duales, es decir, los anticuerpos particulares, 
establecer sus propiedades concretas, físicas o

1

Tampoco poseen una característica serológica; en efecto, cuando a 
unos animales de experimentación se les administra por vía paren- 
teral anticuerpos purificados, tales anticuerpos (en este experimento 
en función de antí genos) se comportan de igual modo que las globu­
linas normales y originan precipitinas con especificidad de especie 
[K. Ando, K. Manako y S. Takata, J. Marrack y D. A. Duff, 
H. P. Treffers y M. Heidelberger (1941 a, b), H. P. Treffers, 
D. H. Moore y M. Heidelberger], Lo que se produce én la inmu­
nización con anticuerpos purificados no son, por consiguiente, “anti­
cuerpos”, sino antiseroglobulinas. Tales anítiseroglobulinas reaccio­
nan con las globulinas normales y con los más diversos anticuerpos, 
siempre que procedan de la misma especie que los anticuerpos utili­
zados para inmunizar, pero no con anticuerpos producidos en otra 
especie anima! aunque se dirijan contra un antígeno idéntico, es de­
cir, aunque se hayan obtenido con el mismo antígeno.
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Esto constituye una contradicho in adyecto. Los esfuerzos para en­
contrar diferencias generales entre las globulinas inmunes y las nor­
males desde este punto de vista parecen condenados a priori a un 
resultado negativo, como efectivamente ha resultado. Por consiguien­
te, el objeto de la investigación experimental pudiera consistir sólo 
en las diferencias entre los anticuerpos en que radica la capacidad 
reaccional específica de los mismos con sus antígenos. Si se prescinde 
de algunas hipótesis carentes de suficiente base, este problema cen­
tral, enfocado desde el punto de vista del análisis de los anticuerpos, 
ha resultado hasta la fecha insoluble; por ello la investigación de la 
inmunidad desde su primera época se ha esforzado en proseguir por 
el segundo camino, que consiste en deducir la especificidad del anti­
cuerpo de la especificidad del antígeno.

Se ha desechado la hipótesis más sencilla, la que admitía que los 
antígenos, o una porción de ellos, intervienen en la formación del 
anticuerpo, participando en la combinación sustancias coloidales 
Por Ib demás, como K. Landsteiner (1933, pág. 70) hace notar, 
este origen hubiera hecho más comprensible la especificidad de los 
anticuerpos, pero no la afinidad de tales “antígenos modificados”, 
con las sustancias de que proceden.

De no constituirse el anticuerpo a partir del antígeno podría for­
marse con un material extrañof pero tomando al antígeno como mol­
de; de ser así habría que suponer que la sustancia de que se forman 
ios anticuerpos posee cierta plasticidadt a la que corresponde la ilimi­
tada variedad de especificidades de los antígenos. Esta sustancia de­
bería ser una globulina existente en la sangre normal.

Esta cuestión no puede decidirse por la comparación entre las 
globulinas inmunes y otras seroglobulinas. De ningún modo puede 
explicarse por qué el soporte de la actividad de anticuerpo én todas 
las especies animales investigadas resulta ser 1as globulinas y en nin­
gún caso l'a albúmina; tampoco hay ninguna razón para que, entre 
las globulinas, una determinada, con una determinada velocidad elec- 
troforética y con un determinado punto isoeléctrico, resulte más 
idónea para ejercer esta función.

El peso molecular de las seroglobulinas alcanza, por lo menos, a 
150.000 (The Svedberg y K. O. Pedersen, pág. 370). Como el 
promedio de los pesos moleculares de los aminoácidos, en que se des-

XVI. Relaciones genéticas entre antígeno y anticuerpo
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El caucho, la celulosa, la peptina y otras sustancias se dispersan 
en disolventes adecuados efectivamente en forma de tales moléculas 
lineales. (Fadenmoleküle), que, con un espesor de pocas unidades Agm., 
alcanzan una longitud loo ó 1.000 veces mayor. Pero las partículas 
de las proteínas de alto peso molecular, y en particular las de las sero- 
globulinas, se comportan en la ultracentrífuga, en el aparato de elec- 
troforesis y en los ensayos de difusión, no como lo harían tales cadenas 
peptídicas, sino como elementos homogéneos esféricos o débilmente elíp­
ticos, es decir, poseen propiedades físicas de esferoproLeínas. La hipó­
tesis de las cadenas dé polipéptidos se ha defendido contra esta objeción 
suponiendo que las partículas elementales esféricas están formadas por 
un apretado apélotonamiento de las cadenas peptídicas. El apelotona-

doblan las proteínas, alcanza a 120, una molécula de seroglobulina 
del peso molecular dicho deberá constar de 1.300 de tales componen­
tes y constituir, si los aminoácidos se enlazaran linealmente por enla­
ces peptídicos, una cadena de aproximadamente una p de longitud 
(F. Haurowitz), según el siguiente esquema:

o, perpendicularmente, y considerando las estructuras de los elec­
trones :

H

HHOHHOHHOHHO
I I II I II II I ■ I II I I II

— N — C-C-N — C — C — N — C-C-N-C-C — 
lili
R R R R

ai
■

íI

»{ ■ \

b
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miento para constituir agregados esféricos que contengan muy pequeña 
cantidad de disolvente (agua) exige, como condición previa, que las 
fuerzas de atracción que los miembros de la molécula lineal ejercen en­
tre si sean manifiestamente más fuertes que las existentes entre el agua 
y los componentes de la cadena. Además es indispensable, para pasar de 
la forma lineal a la forma esférica, que la cadena pueda girar libremente 
alrededor de los enlaces vecinos C-C o 
un artículo de W. Kuhn, explica cómo se 
la figura esclarece un caso de máxima sencillez.

Figura it. Según W. Kuhn, 1. c. (pág. 6), x, y, s 
representan tres ejes de coordenadas perpendiculares. 
Los puntos designados con i, 2, jy 4, y en otra posi­
ción con 3', 4', señalan las .posiciones de cuatro áto­
mos de carbono, enlazados entre sí, pertenecientes a un 
hidrocaburo. Se conoce la distancia entre cada dos áto­
mos de carbono (11,45 . 10—8 cm.) y el ángulo entre las 
líneas de combinación a-2 y '2-3, ángulo que se designa 
con el nombre de ángulo de valencia (109o); por últi­
mo, se sabe que toda la molécula puede girar libremen­
te, o casi libremente, alrededor de cada línea de com­
binación C-C. El átomo de carbono 3 puede estar, por consiguiente, también en 
el punto 3', y el átomo 4 en el 4' o en cualquier otro punto de la periferia del 
círculo que ambos determinan. Las distintas formas moleculares que resultan 
de estas posibilidades reciben el nombre de isómetros de constelación.

Las formas esféricas o elípticas de la molécula apelotonada se 
conservan merced a enlaces de asociación entre sus grupos positivos 
o negativos [F. Haurowitz (1938)]. En la figura 12 se presenta un 
esquema que intenta representar el modo hipotético de plegarse la 
cadena peptídica; los pliegues, es decir, el apelotonamiento de las ca­
denas peptídicas, se estabilizan mdiante enlaces por valencias secun­
darias éntre los átomos de H de los grupos NH y los átomos de O 
de los carbonilos. También existe la posibilidad de otros enlaces den­
tro de las cadenas peptídicas, como ha demostrado, entre otros, K. 
Félix.

Por otra parte, se ha discutido que sea indudable la teoría de 
HofmistEr y de E. Fischer, según la cual los aminoácidos se enla­
zan dentro de la molécula proteica formando cadenas de polipéptidos. 
Se objetaba principalmente que la hidrólisis por ácidos, aplicada por 
E. Fischer para desdoblar las proteínas en animoácidos, es un pro­
cedimiento demasiado violento. I. Langmuir y D. Brins consideran 
este método, y otros análogos utilizados por los químicos de proteí-
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otras representaciones en las que dominan como leitmotiv diversas 
estructuras en anillo (teoría de los ciclóles de D. M. Wrinch, que 
supone la existencia de anillos de dicetopiperacina, o, como pretendía 
N. TroEnsegaard, de pirróles). El estudio de las proteínas mediante 
los nuevos medios Ifísiccs y químicos ha ratificado la hipótesis de los 
enlaces peptídicos, que actualmente se acepta por la mayoría de los 
científicos.

El concepto actual acerca de los virus que ad^nite que se encuen- . 
Irán en estado de dispersión molecular, tampoco, ha modificado en 
nada el estad# del problema. Por el contrario, si los químicos y físi­
cos orientados de modo abiológico o antibiológico pretendían no ver 
en las partículas elementales de los virus sino una molécula proteica, 
ios problemas que planteaba la estructura proteica se hacían más intrin­
cados a consecuencia de la diversidad de las formas exteriores de los 
virus. El microscopio electrónico los revela de formas muy diversas: 
varitas rígidas de longitud variable (virus del mosaico del tabaco),

ñas, como inadecuado para la investigación de la estructura de estas 
sustancias, ya que destruyen el objeto mismo que se pretende investi­
gar. Sin embargo, no han alcanzado un reconocimiento universal ni 
prolongado los intentos de sustituir la representación de la molécula 
proteica esférica como el apelotonamiento de cadenas peptídicas por

f
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filamentos alargados como las especies de virus de la poliomielitis 
humana y del ratón (A. Tiselius y Sven Gard, Sven Gard) o 
dados con aristas y vértices redondeados (forma de adoquines de los 
virus de la vacuna variólica, según H. Ruska, R. H. GrEen, T. F. 
AndErson y J. E. Smadel) ; en otras ocasiones la falta de anisotropía 
en líquido circulante parece hablar de formas redondeadas (virus 
Bushy-stunt de los tomates, virus necrosante del tabaco). Si todo lo 
que se ha observado para los virus fuera valedero para toda proteína 
de alto peso molecular habría que contar con la posibilidad, para las 
moléculas proteicas, de gran número de formas y no de la obediencia 
a un único prototipo. También se relaciona con esto la cuestión del 
crecimiento de las partículas elementales de los virus, que se produce 
de distinto modo en 1as formas bacilares y filamentosas [R. Doerr 
(1944)], problema que sin duda no puede resolverse por una solución 
única, sino que deben existir modos diversos, según sea la forma de 
1?i partícula. Ahora bien: los resultados de la investigación sobre los 
virus se han manejado por muchos físicos y químicos de modo ecléc­
tico, es decir, eligiéndolos de la forma que estiman conveniente para 
fundamentar una determinada teoría sobre proteínas, estructura pro­
teica y síntesis proteica.

No parece indicado en estas circunstancias manifestarse en forma apodíctica 
frente a toda-s las hipótesis que intentan explicar la estructura de las proteínas y 
rechazar de forma decidida y sin condiciones una u otra concepción porque no 
satisfaga todos los puntos en debate; así se pronuncia P. Jordán (1944), en 
forma especialmente acusada. A priori no puede establecerse con seguridad, ni 

-en un solo punto, cuál es la teoría que se aproxima más a lo que sucede real­
mente. Con seguridad sólo puede afirmarse que las proteínas de alto peso mo­
lecular están constituidas por unidades de orden inferior, como se deduce de 
que el peso molecular de las proteínas sea, con pocas excepciones, múltiplo de 
un determinado número fundamental (17.000) (ley de los múltiplos de The 
Svedberg), y que las proteínas de alto peso molecular, como, por ejemplo, la 
hemocianina, pueden desdoblarse mediante distintos agentes (modificación del 
f’H o de la concentración salina de sus disoluciones, vibraciones ultrasónicas) en 
•partes cuyo peso molecular corresponde al 1/0, 1/4, 1/8 ó 1/16 del valor original» 
desdoblamiento en muchos casos reversible [S. Brohult (1937), Brohult y S. 
Ciaesson (1939)]- Puede suponerse con gran probabilidad que estas unidades de 
orden inferior (que de modo equívoco se han denominado también “cuerpos 
elementales”) son iguales entre sí, con lo que se llega automáticamente a la 

.concepción de la periodicidad, es decir, de la repetición regular de estructuras par­
ciales idénticas dentro de la gran molécula proteica. Se trata del pensamiento 
fundamental que HoFF&rEiSTER ,y Emil Fischer tuvieron presente al formular 
la teoría de los polipéptidos y que vuelve en todas las hipótesis posteriores 
referentes a la estructura de las proteínas de alto peso molecular (W. T. 
.Astbury, M. Bergmann y T. Niemann, M. D. Wrinch y otros-); ahora bien:
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Las distintas teorías sobre la estructura d,e proteínas se refieren, 
sin excepción, a todas ellas; por consiguiente, no podemos deducir de 
tales teorías ninguna solución acerca de por qué unas ser o globulinas 
aparecen como soportes de la función de anticuerpos, mientras que 
otras seroproteínas nunca ejercen este papel.

Pero hay que decir, con lia circunspección que exige el caso, que la 
transformación de una proteína terminada y dotada de un cierta esta­
bilidad, en una proteína inmune, no parece muy probable; a priori re­
sulta mucho más plausible la opinión de que las globulinas se transfor­
man en estado naciente, globulinas inmunes (es decir, en anticuerpos 
específicos) cuando influye su síntesis un determinado antígeno; se 
comprende fácilmente que la segunda concepción también se adapta 
mejor a la teoría del origen celular de los anticuerpos. Ya en 1930, 
F. Breinl y F. Haurowitz expusieron la opinión de que las globu­
linas inmunes se originan en el lugar de la generación fisiológica de 
las globulinas, actuando el antígeno como un elemento perturbador en 
las primeras fases del proceso, “en las cuales se agrupan los elementos- 
inespecíficos para constituir la molécula específica de la globulina”. 
Hacia la misma época llegaron a una concepción análoga S. Mudd 
(1932) y J. Alexander (1931). Por último, se ha logrado una prueba 
concluyente en favor de que los anticuerpos se producen en el lugar y 
durante la síntesis de las globulinas al observar que los anticuerpos- 
administrados por vía pasiva no captan el N pesado suministrado con 
la alimentación, pero que, en cambio, este N aparece en los anticuerpos 
originados por vía activa, y precisamente como sustituto del N normal 
de los aminoácidos de su molécula (véanse págs. 63 y ss).

Resulta todavía problemático cómo influye la presencia del antígeno 
en la síntesis de las globulinas para que, en lugar de la normal, resulte 
una globulina específica (globulina inmune). Haurowitz (1934) se 
inclina a atribuir 1a influencia perturbadora del antígeno a las acciones 
de campo de sus grupos determinantes. Cuando Haurowitz, al preci­
sar más su afirmación, opina que la estructura y la carga de las glo­
bulinas producidas en tales condiciones están adaptadas a la estructura 
y carga de los grupos antigénicos determinantes como “una galvano­
plastia a un electrodo de forma complicada”; expresión que no es; 
sino una versión modernizada de la comparación de E. Fischer con; 
la “llave que se adapta a la cerradura”.

Para Macheboeuf (M. Macheboeuf y M. Faure), el antígeno-

i í

I
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es un cuerpo extraño que penetra en las células productoras de glo­
bulinas. Las proteínas, que las células sintetizan a partir de amino­
ácidos, deben, según Macheboeuf, sus propiedades particulares, que 
varían de una especie animal a otra, a la arquitectura de las células, y 
son una complicada ’función de esta arquitectura. Cuando penetran en 
las células grandes moléculas extrañas, o cuando estas células las captan, 
se altera considerablemente la arquitectura del plasma celular en lo 
que tiene de soporte de numerosas acciones químicas; la ordenación 
de los aminoácidos no permanece normal, sino que sufre las influen­
cias polares procedentes del cuerpo extraño. Si se considera la sín­
tesis de las globulinas, los aminoácidos se elegirán y ordenarán como 
se encuentren agrupados en torno al cuerpo extraño, en virtud de 
sus afinidades con éste; una globulina así formada está, por decirlo 
así, “conformada según el cuerpo extraño”, o al menos según una 
parte de éste especialmente rico en afinidades para determinados 
aminoácidos. Una tal globulina se combinará con el cuerpo extraño- 
con más facilidad que cualquier otra en cuya síntesis no haya inter­
ferido esta influencia. Su hipótesis, en opinión de Macheboeuf, 
podría explicar tanto la diversidad como la especificidad de los anti­
cuerpos, ya que cada antígeno representa el molde sobre el que se 
forma cada anticuerpo; pero la hipótesis no explica por qué mínimas, 
cantidades de antígeno dan lugar a la producción de grandes canti­
dades de anticuerpos (véase pág. 5). Además, a esta teoría, como 
a cuantas admiten que los anticuerpos se forman en el interior de 
la célula y en presencia del antígeno, les resulta difícil explicar cómo 
se produce la cesión de anticuerpos libres al torrente sanguíneo sin 
que queden combinados con el antígeno, al que deben su conforma­
ción, en el lugar donde se originaron. Aunque, como Macheboeuf y 
Faure subrayan, es cierto que el complejo antígeno-anticuerpo se 
disocie fácilmente in vitro} no deja de resultar una traba molesta 
para las débiles hipótesis citadas la necesidad de admitir como hipó­
tesis auxiliar que esta disociación ha de producirse en la célula y eli­
minarse solamente el anticuerpo. El pensamiento de que cada uno de 
Tos innumerables antígenos debe ser capaz de transformar una globu­
lina normal en inmune por la alteración del orden de los aminoácidos, 
es indudabl'e que no posee en sí mismo el carácter de .probabilidad 
interior.
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Las figuras I-*IV representan la formación de una molécula de globulina 
normal. Se supone que los restos de aminoácidos están ordenados de modo 
relativamente estable en la parte central (B) de una cadena de polipéptidos 
larga y en fase de •síntesis, mientras que ambos extremos sueltos (A y C), con 
una configuración relativamente inestable, tienden a pasar a otra más estable. 
Esta tendencia se realiza enrollándose o plegándose dichos extremos libres, 
para lo que entran en acción enlaces de hidrógeno y otros enlaces débiles. 
Finalmente queda en libertad también la parte central de la cadena (III), y 
sufre a su vez el proceso de plegamientos que representa fcara el estajdo libre 
<1 óptimo de estabilidad, y con ello queda terminada la molécula de globulina

w
se defiende L. Pauling, apar­

tándose de la idea de que los anticuerpos difieran de las globulinas 
normales por su estructura. Pauling defiende más bien el punto de 
vista de que los anticuerpos poseen las mismas cadenas de polipép­
tidos que las globulinas normales, y que la diferencia entre ambas 
sustancias sólo depende de la configuración de las cadenas, mejor 
dicho, del modo como la cadena se apelotona en la molécula.

Pauling ilustró mediante dibujos esquemáticos el proceso de la 
formación de anticuerpos tal como él lo concibe. Estos esquemas 

muy necesarios para comprender el pensamiento del autor, 
en la fig. 13.

íl 
I
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6

Hay, por consiguiente, todo un cúmulo de hipótesis hechas plau­
sibles por el gráfico de Ehrlich. Pauling se esfuerza en mostrar 
que una serie de observaciones serológicas e inmunológicas están de 
acuerdo con su hipótesis, que casi no necesita ninguna hipótesis auxi­
liar ulterior. Sin embargo, él mismo hace notar que su teoría exige 
la posibilidad de un número ilimitado de configuraciones para los 
extremos de la cadena peptídioa, lo que no es concebible nada más que 
si todas esas configuraciones poseen el mismo contenido energético, 
ya que en caso contrario no sería posible la adaptación a un número 
ilimitado de antígenos. Para esto también tiene Pauling a mano una 
hipótesis auxiliar, a saber: que los extremos de las cadenas deben ser 
muy ricos en restos de prolina y oxiprolina, que deben impedir o 
dificultar la producción de configuraciones estables. Según lo imagi­
nado por este autor (véase figura), las cadenas peptídicas que, des­
pués de terminadas y de desprenderse de los antígenos, representan 
los anticuerpos terminados y libres, deben ser divatontes, ya que po­
seen dos extremos activos, dotados de afinidad, específicos para el 
antígeno. En este punto difieren mucho las opiniones de los distintos 
autores; F. Haurowjtz, por ejemplo, opina que los anticuerpos sólo 
pueden ser monovalentes, mientras que otros autores admiten que 
pueden poseer más de dos valencias (o grupos enlazadores), al menos 
en determinados casos. Pauling, que ha aceptado el punto de vista 
de este segundo grupo, permanece fiel a su esquema al considerar que 
los anticuerpos son al menos divalentes.

en su forma definitiva (IV). Cuando en el lugar de liberación de los extremos 
terminales de la cadena se encuentra una molécula de antígeno, al principio, 
según Pauling, se produce un proceso análogo (V y VII); en este caso también 
se pliegan los extremos, pero no del mismo modo que si no existiera ninguna 
molécula de antígeno, pues los átomos y grupos de la superficie de esta molé­
cula atraen porciones complementarias de la cadena peptídica y repelen otras, 
y de este modo resulta una configuración estable en presencia del antígeno, por 
lo que éste, a causa de su estructura complementaria, la atraerá luego. Cuando, 
por último, en el lugar donde se sintetizó queda en libertad la parte central 
de la cadena peptídica, supone Pauling que pueden producirse dos casos: 
cuando las fuerzas de atracción entre el antígeno y el extremo de la cadena 
peptídica son muy fuertes permanecen ambos reunidos y quedan, en tanto per­
manezcan en este estado, sin influir en la ulterior producción de anticuerpos; 
si son más débiles puede liberarse un extremo del antígeno (VIII), plegarse 
la parte central normalmente (IX) y, finalmente, quedar en libertad toda la 
molécula del anticuerpo (X). La figura XI muestra una molécula de antígeno 
totalmente saturada por anticuerpo, de modo que ha cesado su capacidad de 
producir anticuerpo.
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Resulta problemático que los plegamientos de las cadenas de po- 
lipéptidos en las moléculas de las globulinas inmunes consigan explicar, 
aunque no sea más que en hipótesis, todos los casos de especificidad

Pudiera pensarse que la obtención de anticuerpos in vitf*a, mencionada en 
la página 10, que efectuó L. Piauling en colaboración con D. H. Campbell, 
demuestra la justeza de su teoría. Esta idea no corresponde a la realidad. En 
la teoría juega un papel muy importante la circunstancia de que las cadenas 
de polipéptidos experimentan la transformación de globulinas normales en «glo­
bulinas inmunes (anticuerpos) durante la síntesis de las globulinas; suponen 
que únicamente en esta fase los extremos de la cadena poseen labilidad plás­
tica. En cambio, en la obtención de los anticuerpos in vitro lo que se trans­
forma en globulina inmune es una globulina normal ya terminada; es decir, 
que se emplea la globulina en jase estabilizada, de modo que el experimento, 
en realidad, está en oposición con la teoría. Pudiera suponerse que las moléculas 
esféricas de las globulinas normales se desovillan por el desnaturalizante em­
pleado y que luego vuelven a apelotonarse (plegarse) in vitro, bajo la influen­
cia del antígeno, por lo que adquieren afinidad específica para éste. Incluso 
haciendo esta suposición, muy poco probable, los' anticuerpos se originan no 
de una globulina en estado naciente, sino de una globulina- normal desnatu­
ralizada que se regenera, en cierto modo, de una manera “extraviada". Fun­
dándose en el conjunto de los argumentos que hablan en contra de la existencia 
de esferoproteínas formadas por cadenas peptídicas apelotonadas, T- Jordán 
(1944) llega a la conclusión de “que jamás se produce la transformación de 
una cadena de polipépticos en una molécula de esferoproteína grande”, y “que 
la transformación recíproca de una molécula de esferoproteína en una cadena 
es un proceso de desnaturalización siempre irreversible”. Sin embargo, el 
problema no admite una solución tan sencilla. Del comportamiento de las 
disoluciones de proteínas hUdrosolubles de alto peso molecular en la ultracen- 
trífuga y en el aparato de electroforesis se deduce que la molécula de una 
próteína determinada siempre posee un tamaño y peso constantes (disoluciones 
monodispersas) y, probablemente, una configuración esférica o ligeramente elip­
soidal. En segundo lugar, se ha conseguido extenderlas (véase el capítulo 
siguiente) en capas tan finas que, considerando su alto peso molecular, debe 
producirse una considerable deformación de la molécula, y esta deformación se 
produce sin que las propiedades serológicas (la función antigénica, y en las 
globulinas inmunes su actividad de anticuerpos) sufran por ello. En tercer 
lugar, A. Rothen y K. Landsteiner (1942) han observado que ciertas proteí­
nas, después de desnaturalizadas por el calor, conservan, aunque menos acusada, 
su especificidad antigénica, lo que resulta muy importante con respecto a las 
experiencias de Paulino y Campbell, quienes desnaturalizaron la globulina y 
calentándola a 57o durante varios días. Por último, se ha comunicado que de 
la seroalbúmina de caballo desnaturalizada por urea puede regenerarse como 
antígeno específico hasta el 10 por 100 del producto de partida [J. O. Erickson 
y H. Neurath (1943 a)]. Por consiguiente, la hipótesis de Paulino y Campbell 
sobre el mecanismo de transformación de las globulinas normales en anti­
cuerpos no está tan en el aire como pudiera pensarse de las aseveraciones de 
Jordán; la hipótesis no puede darse por demostrada, pero tampoco refutarse 
de modo indudable.
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de los anticuerpos, es decir, la casi ilimitada variedad de estos pro­
ductos. K. LandstEiner (1945. pág. 150) señala que la influencia de las 
distintas ordenaciones de los aminoácidos, influencia que, entre otros, 
admiten J. O. Erickson y H. Neurath (1943 b), junto con dichos 
plegamientos, ampliaría en la medida necesaria el campo de variación.

La idea de que las moléculas esféricas de las proteínas de aíto 
peso molecular están constituidas por cadenas de polipéptidos, cuya 
disposición en el espacio se fija mediante enlaces secundarios, de ser 
cierta debe valer no sólo para las globulinas inmunes, sino también 
para las proteínas que actúan como antígeno. Esta consecuencia lógi­
ca fué señalada ya por HsiEn Wu (1931), por A. E. Mirsky y 
L. Pauling (1936), por A. C. Chibnall (1942) y por L. Pauling 
(1940). Se ha demostrado, sin embargo, que distintos antígenos pro­
teicos naturales difieren entre sí por su composición en aminoácidos 
(véase pág. 122); por ello se plantea en qué relación se encuentran 
la especificidad de las proteínas, condicionada químicamente con su pre­
tendida “especificidad por plegamientos”, A esto responden inmediata­
mente dos afirmaciones comprobadas experimentalmente:

i. La especificidad de 1os antígenos proteicos se puede transformar 
por distintos agentes cualitativamente; esta transformación no puede 
conseguirse en los anticuerpos (globulinas inmunes), si se entiende 
por ella sustituir la afinidad de los anticuerpos por su antígeno por 
la afinidad con un antígeno diferente; 2. Por el contrario, los antí­
genos proteicos y las globulinas inmunes muestran el mismo compor­
tamiento cuando se les extiende en películas monomoleculares ; 
precisamente se trata del proceso que provoca una deformación (“des- 
cvillamiento”) de la molécula proteica.

Teóricamente tropezamos aún con la siguiente dificultad. Podría 
pensarse que la especificidad de un antígeno proteico natural de alto 
peso molecular que está condicionada por “plegamiento” (para hablar 
brevemente) debe provocar un plegamiento complementario en la glo­
bulina inmune (anticuerpo), originada bajo el influjo de tal antígeno. 
Sin embargo, de acuerdo con lo anterior, a1 inmunizar con una azo- 
proteína habría que admitir que los plegamientos de.la globulina in­
mune correspondiente se han moldeado simultáneamente por el com­
ponente proteico del antígeno y por la combinación química copulada 
con él (por ejemplo, el ácido arsanílico diazotado o el ácido para- 
aminobenzoico), puesto que el suero inmune obtenido puede reaccionar 
específicamente con los dos componentes del antígeno conjugado. 
Pero, además, la globulina inmune, cuando funciona como antígeno, 
demuestra una configuración específica condicionada por su proce-
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ciencia (es decir, posee su especificidad de especie). Según lo anterior, 
el plegamiento de las cadenas peptídicas de una molécula de globulina 
inmune dirigida contra una azoproteína debe ser tal, que le confiera 
reactividad específica, tanto con el derivado azoico como con las pro­
teínas del antígeno; pero, además, tal anticuerpo debe conservar los 
plegamientos debidos a su procedencia de una determinada especie 
animal productora de anticuerpos. No es necesario subrayar que de 
este modo se llegan a complicaciones en las que naufraga nuestra 
capacidad de concepción.

I'Í!

1

Comportamiento de las proteínas, extendidas \en películas, en cuanto 
a sus funciones como antígeno y anticuerpo.

Una determinaída sustancia situada en una superficie limitante 
entre agua y aire o entre agua y aceite (parafina) puede extenderse 
hasta un grado tal que las moléculas se dispongan unas junto a otras 
en dicha superficie. Para conseguir una película monomonecular de 
este tipo, estable, en una superficie limitante de agua con aire o 
aceite, es necesario, en general, que la adhesión entre la sustancia 
que se extiende y el líquido sea mayor que su cohesión interna. La 
estructura de tales películas monomoneculares difiere con la natu­
raleza de ¡a sustancia. Los derivados de celulosa y las proteínas se 
depositan de modo plano sobre (o más bien en) 1a superficie limitante 
del agua, desplegándose más o menos completamente de modo que 
aparece la formación de una capa fina. Las películas más finas que 
pueden obtenerse con distintas proteínas (ovalbúmina, seroalbúmina, 
seroglobulina, etc.'l poseen un espesor de sólo 6-8 Agm. [W. Lee y 
H. Wu, A. H. Hughes y E. K. Rideal, A. Rothen y K. Lands- 
teiner (1939, 1942)] ; en tales películas las proteínas de alto peso 
molecular no pueden, pues, conservar 1a forma esférica o elipsoidal de 
sus moléculas, ya que, por ejemplo, el diámetro menor de la molécula 
de la ovalbúmina alcanza 32 Agm., y el mayor, 91 Agm.; y aun son 
mayores las dimensiones de las seroproteínas (34 : 145 Agm., las de 
la seroalbúmina de caballo, y 37 :: 280 Agm. las de la seroglobulina 
de conejo) (H. Neurath) (i).

El “desplegamiento” que sufren las proteínas y otras sustancias 
cuando forman películas se explica admitiendo que las moléculas 
pueden deformarse considerablemente por la acción de ¡fuerzas inter­
moleculares (polares) con el resultado de situar en la superficie del
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Grupos polares

i

porque los grupos polares no podrían penetrar en la superficie; debido a esto 
las cuatro cadenas de hidrocarburo se disponen perpendicularmente a la su­
perficie, como se representa en el esquema B de la figura 14 (N. K. Adam).

Se puede determinar ¿1 espesor de tales películas. Debe experi­
mentar un aumento cuando una película constituida por un antígeno 
fija anticuerpos o, recíprocamente, cuando una película formada por 
una globulina inmune fija el antígeno proteico correspondiente, y, 
en efecto, así sucede [M. F. Shaffer y J. H. Dingle. E. P. Porter 
y A. M. PappenheimEr, A. Rothen y K. LandstEiner (1939, 
1942)], observándose también el fenómeno cuando las películas de

Cadenas no polares

Ia 

Fie. 14. Disposición de las moléculas con una parte polar y otra no polar en y 
sobre la superficie deJ agua. A. Disposición cuando las moléculas no se encuentran muy 

amontonadas. B. Disposición con< moléculas apretadas densamente.

Por las razones expuestas en una película “oondensada” de tetrapalmitato 
de pentaeritrita, por ejemplo, la molécula no puede conservar la estructura 
simétrica expresada en la fórmula química

C15 Hjh . COOHa c \ y CH, OOC . C15 HS1 

C15 H3l . COOH2 C / \ CH2 OOC . C15 H31

agua la mayor parte de los grupos polares de la sustancia que forma 
la película. Si 1as moléculas se encuentran muy apretadas, lo que 
puede conseguirse por condensación, es decir, por compresión bidi- 
mensional de la película, esta tendencia no podría satisfacerse si se 
encontraran en la superficie del agua, indistintamente, grupos polares 
(que contienen oxígeno y afines al agua) y grupos no polares e hidró-

fobos (restos de hidrocarburos); en este caso resulta imposible la 
ordenación A de la figura '14. Lo probable, en definitiva, es que en 
las películas condensadas no se localicen sobre la superficie del agua 
sino los grupos polares, y que los no polares emerjan de dicha super­
ficie verticalmente; de este modo aparece la ordenación B que se pro­
duce mediante una torsión de las moléculas.
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antígeno o de anticuerpo son extraordinariamente delgadas (véase 
luego). La formación de películas deja, por consiguiente, intacta la 
capacidad de reaccionar serológicamente, aunque en los casos extre­
mos se produce indudablemente una fuerte deformación de la mo­
lécula proteica.

En efecto, ShaffEr y Dingle, adsorbiendo ovalbúmina pura en una 
superficie de estearato, consiguieron una película de la proteína de 
40 Agm. de espesor, que aumentó a 100 Agm. al adicionarle suero anti- 
ovalbúmina de conejo, aumento debido (como se demostró por ex­
perimentos auxiliares) a la reacción específica entre la película de 
antígeno y la proteína inmune, que originó una película de anticuerpo 
depositada sobre la del antígeno y adherida a él. Si se adsorbe en 
una superficie de estearato el polisacárido del neumococo tipo III, y 
esta capa de antígeno se trata con antisuero específico de conejo, se 
observa un aumento de espesor de unas ‘joo Agm., mientras que con 
antisuero específico de caballo el aumento observado es de 240 Agm.; 
estos resultados coinciden bastante bien con los del experimento con 
ovalbúmina, por una parte, y, por otra, con la relación entre los pesos 
moleculares de las globulinas inmunes del conejo y del caballo, que 
son, respectivamente, 150.000 y 930.000 (véase pág. 38). Sin em­
bargo, el espesor de la capa de anticuerpo conseguida por la adsor­
ción dé éste por una película de antígeno no es constante, sino que 
varía para el mismo suero inmune (antisuero de conejo) dentro de 
amplios límites, según que sobre la película de antígeno se añada 
suero concentrado o muy diluido; la explicación de estos fenómenos 
puede verse en los trabajos de J. B. Bateman, H. E. Calkins y L. A. 
Chambers, de los que se hará una exposición en la página 215.

Los datos de Shaffer y Dingle y los le Bateman, Calkins y 
Chambers están en contradicción en varios puntos con 1os resultados 
de las experiencias dadas a conocer por A. Rothen (1945) en una 
comunicación previa. Este autor extendió proteínas (ovalbúminas, 
seroalbúmina de vaca), formando varias capas superpuestas sobre 
una superficie de acero cuidadosamente pulimentada cubierta con es­
tearato. Se consiguió la exfoliación de las capas, que si no se hubiesen 
tramado entre sí por la superposición indicada, por una previa pre­
paración con acetato de uranilo que polariza las capas. Se observaron 
dos fenómenos: 1. Si se superponen varias capas de seroalbúmina 
de caballo, al tratarlas después con el antisuero homólogo, se observa 
que el aumento de espesor debido a la fijación de las moléculas de 
anticuerpo crece con el número de capas del antígeno; este aumento 
fué de 39, 57, 1^4, 136 y 149 Agm., según que las capas de antígeno
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fueran I, 2, 4, 6 y 8, respectivamente. Sin embargo, este fenómeno 
no pudo reproducirse con ovalbúmina; el aumento de espesor provo­
cado por la fijación del anticuerpo fue siempre de 20 Agro., cualquiera 
que fuera el número de las capas de antígeno superpuestas, en comple­
ta contradicción con lo observado con el antígeno anterior. 2. Rothen 
recubrió una película formada por varias capas de seroalbúmina va­
cuna con 2-8 capas de ácido esteárico sobre el que aplicó el antisuero 
homólogo; observó un aumento considerable del espesor de la pelí­
cula, que disminuye con el número de las capas de estearina, inter­
puestas; esto significa que las moléculas de anticuerpos se fijan en 
gran cantidad; es decir, que la capa, fuertemente aislante, de esteara- 
to no impide la combinación de los anticuerpos, en contra de lo que 
pudiera preverse. Con ovalbúmina se obtuvo un resultado enteramente 
análogo, con la única diferencia de que en este caso el aumento de 
espesor de la película siempre era de 18-20 Agm., independientemente 
de la capa aislante, de acuerdo con el primer fenómeno observado por 
este autor. Rothen lo explica por la hipótesis de que el campo de 
fuerzas entre las moléculas de antígeno y de anticuerpo se extienden a 
un radio no de pocos Agm., sino de varios cientos de Agm.; en condicio­
nes favorables (seroalbúmina de vaca) se reforzaría el campo de fuerza 
por el número de capas de antígeno. En todo caso, opina Rothen que 
.de sus observaciones parece deducirse que los antígenos pueden actuar 
específicamente sobre los anticuerpos sin estar en contacto directo con 
ellos, ejerciendo su acción a distancia, por ejemplo, a través de finas 
membranas biológicas. Rebasa el propósito de este libro exponer más 
por extenso esta cuestión, así como señalar las comprobaciones expe­
rimentales a que podría someterse.

En experimentos efectuados con partículas de colodión se 
establecido que no resulta indiferente el orden en que se fijan a < 
los componentes de la reacción (el antígeno y el anticuerpo); cuando 
se fija primero el antígeno, 1a reacción antígeno-anticuerpo aparece 
bajo la forma habitual de aglutinación, neutralización de toxina, etcé­
tera; si se procede en el' orden inverso, sólo se observa el enlace 
(fijación) del antígeno en el anticuerpo previamente depositado (véanse 
páginas 239 y siguiente). Se observan relaciones anál'ogas en las prue; 
bas efectuadas sobre películas; sin embargo, casi todos los autores han 
investigado únicamente el efecto de los anticuerpos sobre la película 
de antígeno.

Los descubrimientos de L. A. Chambers, J. P. Bateman y H. E. 
Calkins, interesantes también en otros conceptos, explican cómo se 
produce el desplegamiento para formar la película. Los autores con-
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Parece ser que todas las proteínas no se comportan de igual modo 
frente a la influencia que el desplegamiento de la molécula ejerce 
sobre la posibilidad de recuperar el estado inicial. Por’ ejemplo, si se
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(i) J. O. Erickson y H. Neurath (1934 b) señalan que los anticuerpos 
específicos contenidos en él suero antineumocócico de caballo que actúan contra 
e Ipolisacárido específico de tipo correspondiente, se desnaturalizan por el clor-

Los autores arriba citados no investigan la capacidad de reaccionar del 
antígeno y el anticuerpo, sino en estado desplegado. En sus publicaciones no se 
encuentra ningún dato con respecto al comportamiento de las sustancias in­
vestigadas, una vez que se han eliminado las fuerzas de superficie introducidas. 
Parece posible que las moléculas proteicas deformadas recuperen su forma 
original y con ella sus propiedades inmunológicas {función antigénica, capacidad 
de reaccionar de modo específico con las globulinas inmunes). Una reversibi­
lidad de este tipo coincide, sin duda alguna, con la dirección en qúe trabajan 
las ideas de L. Paulino (véanse págs. 80 y siguientes); por otra parte, B. F. 
Chauw y H. Woo, B. F. Chauw y M. F. Goebel opinan que pueden regene­
rarse los anticuerpos inactivádos por ácidos o por formaldehido (1).

siguieron extender sobre agua películas de derivados de estreptococos 
que se trasladaron a frasquitos de vidrio recubiertos con estearato, 
de modo que en unos casos estuviera en contacto con la superficie del 
frasco la cara que estaba en contacto con el agua, y en otros casos la 
que estaba en contacto con el aire. Cuando la sustancia estaba exten­
dida al máximo, las dos películas reaccionaban de distinto modo con 
antisueros homólogos y heterólogos; cuando la extensión era incom­
pleta, la diferencia desaparecía casi por completo. La conclusión del 
experimento parece indicar que la molécula de los derivados de es­
treptococos contiene dos grupos reaccionantes independientes, los 
cuales, en las películas enteramente extendidas, se orientan en di­
recciones opuestas, mientras que cuando el desplegamiento es incom­
pleto se ordenan ir regularmente. También puede influir en los 
resultados la fuerza y probablemente la velocidad de la extensión, y 
no sólo del modo descrito, sino también con respecto a la conservación 
o destrucción de la capacidad de reaccionar serológicamente el anti­
geno proteico con su anticuerpo. A tales factores se deben probable­
mente los resultados negativos de J. F. DaniELLI, M. Danielli y 
R. Marrack, quienes observaron que las películas de seroglobulina 
de caballo extendidas en superficies limitantes entre agua y aire o 
aceite han perdido la capacidad de reaccionar con antisueros de co­
nejo sumamente activos, y que las películas de antisueros del neumo­
coco tipo II tampoco reaccionan con el correspondiente polisacárido.
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hidrato de guanidina, y pueden regenerarse en parte; G. G. Wright y L. Pau­
lino (Science, 99, 198, 1944) dudan de estos resultados y opinan que proba­
blemente no se trata de anticuerpos regenerados, sino de anticuerpos resisten­
tes a la desnaturalización. Erickson y Neurath consideran la capacidad de 
regenerarse que presentan los anticuerpos desnaturalizados como una conse­
cuencia lógica de la capacidad de regenerar la función antigénica que ofrecen 
las seroalbúminas desnaturalizadas [M. Spiegel-Adolf (1925); Erickson y 
Neurath (1943 a)]; pero esta razón no resulta suficiente, ¡ya que la función 
anticuerpo está adscrita a las globulinas y no a las albúminas.

extiende una película de ovalbúmina sobre la superficie limitante entre 
agua y aire o agua y aceite, dicha proteína se insolubiliza y no puede 
recuperar más su forma primitiva. En cambio, si se someten las sero- 
proteínas al mismo proceso, no se desnaturalizan, y fácilmente vuel­
ven al estado esférico (H. Woo y S. M. Ling); sin embargo, estas 
afirmaciones no se fundan en experimentos efectuados con películas, 
sino en experiencias de coagulación mecánica de proteínas por batido 
(extensión sobre espuma), y pudiera ser que, aunque por este pro­
cedimiento también se consiguen películas monomoleculares extendi­
das en la superficie limitante entre el agua y el aire, tal vez en estas 
películas la molécula se deforme de otro modo o con distinta inten­
sidad que en las películas utilizadas por J. Danielli y colaboradores.

También se ha observado que muchos fermentos pueden extenderse 
en películas monomoleculares sin que sufra su actividad enzimática 
específica, lo que apoya los datos de Woo y Ling referentes a la 
reversibilidad de las seroproteínas extendidas en película. A este res­
pecto pueden recordarse otras observaciones. Por ejemplo, H. Blocii 
consiguió multiplicar to4-io5 el título lítico de una suspensión de 
bacteriófago, extendiéndolo en espuma y condensándolo después, y 
(lo que aquí interesa especialmente) estableció además que dicho título 
elevado es lábil, es decir, que al cabo de dos horas de haber efectuado 
el tratamiento indicado retrocede al título inicial. En cambio los ex­
perimentos efectuados por Bloch con suero pestoso de pollo dieron 
resultado negativo, ya que el producto de condensar un suero previa­
mente sometido a la espumación posee el mismo título antiinfeccioso 
que el mismo suero antes de sufrir el tratamiento; el enriquecimiento 
del virus de Lapine, por su extensión en espuma, señalado por 
E. Weineck, es poco considerable y ni siquiera puede considerarse 
como análogo al fenómeno que aquí se discute de las películas pro­
teicas.

Con respecto a la recuperación por las proteínas del suero exten­
didas de su primitiva forma esférica, tal como habría que admitirla,
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según los datos de Woo y Ling, observa J. R- Marrack (obra ci­
tada, pág. 30), que este proceso resulta más fácil de entender si se 
supone que el desplegamiento consiste en la extensión de una lami­
nilla o en la separación de láminas combinadas entre si, que si se 
admite que la regeneración de 1a molécula exige el restablecimiento 
de las relaciones de posición entre cadenas peptídicas paralelas. 
J. Langmuir, W. J. Schaefer y D. M. Wrinch, autores de la teo­
ría de los ciclóles, resumen los resultados teóricos de sus investi­
gaciones sobre películas proteicas, diciendo que las capas mono- 
moleculares presentan propiedades que permiten concebirlas como 
redes tridimensionales que mantienen su coherencia por fuerzas 
elásticas, pero que de ningún modo como cadenas de polipéptidos. 
Tales manifestaciones requieren, sin embargo, el apoyo de investiga­
ciones experimentales. R. Signek señala que el único resultado defini­
tivo hasta la fecha de los nuevos métodos coloidoquímicos es estable­
cer que “para alterar una proteína no siempre se necesita una acción 
química, como hidrólisis, Oxidación, etc., sino que la molécula pro­
teica puede modificarse de modo irreversible por efecto de fuerzas 
físicas débiles, como, por ejemplo, por absorción en superficie”. 
“Cada vez gana más terreno la convicción de que los antiguos métodos 
químicos, consistentes en el desdoblamiento proteico en péptidos y 
aminoácidos y en la síntesis de péptidos de mayor o menor compli- 
eión, no bastan para explicar las propiedades de las proteínas.” Por 
consiguiente, a los caminos seguidos hasta ahora en la investigación 
proteica hay que añadir otros nuevos; no puede predecirse si si­
guiéndolos llegará a comprenderse la esencia de la especificidad de 
las globulinas inmunes.

Los experimentos de este tipo se emprendieron pronto y se han 
proseguido con el fin de investigar el paralelismo entre el comporta­
miento de los anticuerpos y el de las proteínas del suero frente a los 
distintos agentes desnaturalizantes (calor, ácidos, álcalis, alcohol, ace­
tona, irradiación, etc.) (véase pág. 20). Como resultado secundario 
se fueron reuniendo observaciones de las que se deduce que los dis­
tintos anticuerpos, o mejor dicho los distintos antisueros, manifiestan 
una resistencia diferente frente a los agentes desnaturalizantes; esto

XVII. Tentativas para profundizar en la naturaleza de los 
\NTICUERPOS POR EL ATAQUE QUÍMICO A LOS ANTISUEROS QUE LOS 

CONTIENEN
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puede ser debido a que no todos los anticuerpos se encuentran en la 
misma fracción de globulinas del suero inmune (incluso aparecen en 
fracciones globulínicas que no existen en el suero normal). Pero tam­
bién parece posible que en los antisueros existan determinadas sus­
tancias capaces de influir de distinto modo, según su naturaleza, en 
la desnaturalización de las globulinas inmunes. A. Kleczkowski 
(véase también F. C Bawben y A. Kleczkowski) opinan que las 
seroproteinas inespecíficas, especialmente la albúmina, influyen en 
la desnaturalización de las globulinas inmunes, idea que podría apoyar 
la demostración, efectuada por Jennings y colaboradores, de que la 
desnaturalización de las globulinas-anticuerpo de un suero antineumo- 
cócico de caballo transcurre de modo muy distinto cuando se calienten 
aisladas o en presencia de otras proteínas

Por otra parte, P. Eisenberg y R. Wolk ya establecieron en 
1902 que si se calientan los sueros aglutinantes durante unos minutos 
a 70-80°, pierden su poder de aglutinación; pero en cambio se fijan 
a las bacterias y ofrecen el fenómeno de la inhibición; esta observa­
ción fué corroborada por F. S. Jones (1928 a) y hecha extensiva por 
A. Kleczkowski en 1941 a los sueros antivirus de conejo. Según las 
investigaciones de este último autor, la desnaturalización por el calor 
transcurre en dos fases; en la primera se fijan proteínas inespecíficas 
en la globulina-anticuerpo, y si la proteína sumada es una albúmina, 
los sueros inmunes pierden la capacidad de flocular el antígeno, aun­
que no la de fijarse a él de modo específico; en la segunda fase 
prosigue ¡a desnaturalización, destruyéndose incluso la capacidad de 
combinarse específicamente. Esta disociación de las capacidades de 
flocular y de combinarse se ha podido demostrar en distintos tipos de 
sueros inmunes, por ejemplo, en las antitoxinas y en las precipitinas 
para polisacáridos [H. Eagle (1938), St. Mudd y E. W. JoffeJ. 
Además, ja aplicación de calor no es el único procedimiento para 
efectuar esta transformación; se consigue el mismo resultado adsor­
biendo los anticuerpos en partículas de colodión (véase pág. 239), 
tratando los sueros inmunes con formaldehido a determinadas con­
centraciones ['Eagle Í1938), St. Mudd y Joffe], acetilando con 
cetena (H. Goldie y G. Sandor y colaboradores, J. T Tamura y 
M. J. Boyd, B. F. Chow, W. F. Goebel) por copulación moderada 
con diazoderivados (H. Eagle, D. E. Smith y P. Vickers), por 
foto-oxidación [A. Tyler (1945 a, b), A. Tyler y St. Swingle 
(1945)], extrayendo los lipoides con éter [P. Hartley (1925)] o con 
otros disolventes orgánicos [F. L. Horsfall y K. GoodnEr (1935, 
1936 b)]. Considerando este estado de cosas, parece prudente referir
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la pérdida de la capacidad de floculación al modo de efectuarse 
el ataque y, por ejemplo, del efecto del formaldehido o de la cetena 
sacar como consecuencia que los grupos NH2 juegan un papel im­
portante en esta función de los anticuerpos. En todos estos casos 
pudiera tratarse sencillamente de un proceso de desnaturalización. 
Conviene señalar que distintos anticuerpos se comportan de modo 
diferente frente al mismo agente, de modo que, por ejemplo, las 
aglutininas flagelares resultan más resistentes que las aglutininas “O” 
y las hemaglutininas inmunes más que las hemaglutininas normales 
(A. J. Weil, A. M. Moos y F. S. Klapp, E. Prasek), aunque todos 
estos productos son seroglobulinas; ahora bien: estos hechos no re­
sultan discordantes con la concepción antes señalada, ya que los anti­
cuerpos pueden estar localizados en distintas fracciones de globulina 
y pueden jugar también un papel otros factores (relaciones cuantita­
tivas, fase de la inmunización, pH). Por ejemplo, A. H. RosenhEim 
observa que la resistencia que 1a aglutinina flagelar del bacilo tífico 
ofrece frente a la digestión péptica y trípsica aumenta después de 
repetir las inyecciones del antígeno (véase también la pág. 171).

En resumen, puede decirse que las investigaciones emprendidas 
en esta dirección no han proporcionado hasta la fecha ningún cono­
cimiento fundamental, aunque los métodos se han modificado de todos 
los modos compatibles con la naturaleza proteica de los anticuerpos. 
Muchas veces se ha procedido de modo completamente esquemático, 
intentando aplicar a los anticuerpos, o a los sueros inmunes que los 
contienen, determinados procedimientos que habían dado resultado 
en los antígenos, como, por ejemplo, el tratamiento con formaldehido, 
método que se puso de moda, 1a acetilación con cetena o la copulación 
con compuestos diazoicos [Breinl y Haurowitz (1932), J. R. 
Marrack (1942), H. Eagle, D. E. Smith y Vickers, L. Reiner 
(1930), J. Bronfenbrenner, D. M. Hetler y I. O. Eagle (1931)]. 
En todo caso, como también ha señalado especialmente K. Lands- 
teiner (1945, pág. 142), po#r ninguno de estos procedimientos se ha 
conseguido transformar las relaciones específicas de los anticuerpos 
con sus antígenos, del mismo modo que se consiguió hacerlo apli­
cando al antígeno el mismo método. Pero entre los muchos resultados 
particulares de esta época se encuentra una observación que posterior­
mente adquirió importancia por otro camino. Bronfenbrenner, 
Hetler e I. O. Eagle comprobaron que el suero inmune de caballo, 
después de tratado con combinaciones diazoicas, puede conservar, 
prácticamente, toda su actividad, aunque se modifica su especificidad 
de especie de un modo tal, que los productos de la copulación dejan
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de reaccionar como proteínas del suero de caballo. Estos resultados 
demuestran que la función de anticuerpo de las globulinas inmunes 
■debe ser independiente en alto grado de su función antigénica.

Lo anterior parece corroborarse por las investigaciones que con­
dujeron a un método de purificación que patentó en los Estados Uni­
dos I. A. Parfentjew. Este autor digiere el suero antitóxico con un 
exceso de pepsina a pH 4-4,5 y 37o durante cuatro a veinticuatro ho­
ras, de modo que se hacen incoagulables por el calor el 70-80 por 100 
de las seroproteínas. El grado de acidez señalado destruiría por sí 
solo la antitoxina, pero la pepsina ejerce un efecto protector. La 
purificación ulterior se efectúa por distintos métodos (diálisis, pre­
cipitación por sulfato amónico, etc.), obteniéndose un producto que 
se designa con el nombre de "globulina modificada”, en el que está 
•concentrada casi toda la actividad antitóxica inicial del suero. El mé­
todo también puede conducirse de modo que combine la acción de la 
pepsina con una caléfacción ulterior a temperatura adecuada (60o) 
que coagule la proteína inactiva (no antitóxica), que se desnaturaliza 
más fácilmente; de este modo puede simplificarse la purificación del 
producto.

En uno de los primeros trabajos (A. J. Weil, I. A. Parfentjew 
y K. L. Bowman) se señalaba ya que la antitoxina obtenida por este 
procedimiento resulta alterada en un importante aspecto. Los anti- 
-cuerpos, en cuanto globulinas, poseen propiedades de seroproteínas 
dotadas con especificidad de especie. De numerosas investigaciones 
(véase pág. 72) se deduce que en el organismo del conejo provocan 
la formación de precipitinas y de anticuerpos fijadores de comple­
mento y que, además, pueden sensibilizar específicamente al cobayo. 
La globulina y de los sueros inmunes, en la que se localizan prefe­
rentemente los anticuerpos, no constituye, naturalmente, una excep­
ción en este respecto (G. G. Wright). La globulina inmune reúne, 
pues, junto a su propiedad de anticuerpo, la acción de antígeno. En 
la antitoxina obtenida por el desdoblamiento enzimático aparece con­
siderablemente alterada la segunda función. Si se sensibilizan cobayos 
de modo activo mediante suero equino normal o suero diftérico nativo, 
no reaccionan sino excepcionalmente cuando se les inyecta por vía 
intravenosa suero de caballo, antitóxico o normal, digerido [A. J. 
Weil, J. A. Parfentjew y K. L. Bowman (1938), R. D. Coghjll, 
N. Fell, M. Creighton y G. Brown (Í1940), T(. H. Kass, M. Sche- 
rago y R. H. Weawer (1942)]. Weil y colaboradores pudieron de­
mostrar además, que si se inmunizan cobayos con preparados dige­
ridos no se producen los anticuerpos homólogos sino tardé y en pe-
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quena cantidad; de esto se deduce que la digestión no sólo origina 
una especificidad nueva, sino que reduce considerablemente la acti­
vidad de antígeno; los mismos autores han observado que los cobayos 
preparados con productos digeridos no reaccionan al' reinyectarles estos 
preparados, lo que refuerza la conclusión anterior. Los resultados de 
los experimentos anafilácticos efectuados por Kass y colaboradores 
difieren algo de los resultados anteriores, ya que estos autores consi­
guieron isensibilizar a cobayos mediante antitoxina digerida y calen­
tada. No obstante, por la naturaleza misma del método, que, por 
otra parte, se modificó varias veces, parece posible que escapara tanto 
al efecto del enzima hidrolítico como al de la calefacción, parte del 
producto de partida. Esta posibilidad fue considerada anteriormente 
por Weil, ParfEntjew y Brown; pero estos autores, mediante ex­
perimentos de absorción, hacen creíble la opinión de que en tales 
casos la antitoxina esté contenida en la fracción privada de su fun­
ción antigénica. Por último, la reducción de la especificidad de especie 
no es la única transformación que pueden sufrir los sueros inmunes; 
hay que comprobar también modificaciones del diagrama electroforé- 
tico [J. van der Scheer y R. W. C. Wyckoff (194a), N. Fell. 
K. G. Stern y R. D. Coghill (1940)], y alteraciones de las propie­
dades físicas |E. H. Kass, A. Scherago y R. H. Weawer, N. Fell 
y colaboradores] (véase también la pág. 34).

Continuando la investigación de este fenómeno, se ha podido ob­
servar que la reducción y modificación de 1a especificidad de especie 
no sólo se logra con pepsina, sino con otros fermentos proteo Uticos, 
como tripsina [G. Poppe (1938, 1939)], con takadiastasa [R. D. 
Coghill, Fell, Creighton y G. Brown (1940), E. H. Kass y 
colaboradores (1942)], y con diastasa de malta (E. H. Kass y cola­
boradores); más importante es la observación de que la antitoxina 
no posee, a este respecto, una propiedad especial, puesto que la pro­
teo! i sis parcial puede actuar de modo análogo sobre anticuerpos de 
otro tipo (o de otra designación), como se deduce de los trabajos de 
B. F. Chow y W. F. GoEbel, de P. Grabar, de H. P. Treffers y 
M. Heidelberger (1941 a), y de M. P. Petermann y A. M. Pap- 
pEnheimer (1941 a), que conciernen a la purificación de sueros anti- 
neumocócicos, y de los de I. F. Huddleson y R. B. Pennell acerca 
de la desespeciación (1) de los sueros antibrucelosos. Hay que men-

>í
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(1) En las publicaciones americanas, los antisueros modificados por pro- 
teolisis no se designan como desespecificados, sino como desespeciados (des­
pe ciated), lo que, sin duda, es más exacto. La especificidad del anticuerpo
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(antitoxina) no se destruye ni reduce por este procedimiento, sino sólo se 
altera aquella parte de la especificidad del suero que está condicionada por 
proceder de una determinada especie animal (Spesies); un suero normal de la 
misma procedencia sufre por la proteolisis la misma modificación que un suero 
inmune que contenga anticuerpos.

í

clonar que los sueros inmunes antitóxicos son más difíciles de atacar 
por los fermentos proteolíticos que los sueros normales y antibacte­
rianos, y que estas diferencias en su resistencia a la proteolisis puede 
ponerse de manifiesto claramente en determinadas circunstancias 
[H. E. Schultze (1940-1941)], lo que pudiera ser debido a una pro­
piedad particular del soporte globulínico de las antitoxinas (compo- 
nente-T, véase pág. 32). '

Del procedimento para obtener anticuerpos purificados y concen­
trados por hidrólisis enzimática parcial, y especialmente del hecho que 
se reduzca o altere la capacidad de las globulinas inmunes para actuar 
como antígenos específicos, parece deducirse que las moléculas de 
anticuerpo contenidas en los productos preparados por tal procedi­
miento poseen dimensiones menores que las de los sueros inmunes 
nativos. M. L. Petermann y A. M. Pappenheimer (1941 a) han 
demostrado, efectivamente, que la digestión modifica las constantes 
de sedimentación de los anticuerpos contenidos en 1os antisueros 
neumocócicos. Los mismos autores [Peterman y Pappenheimer 
(1941 b)] y A. Rothen han examinado en este sentido los sueros- 
antitóxicos de caballo, modificando la técnica con el fin de mejorar 
el aislamiento del anticuerpo modificado; para ello han procurado 
que el derivado de la antitoxina obtenido por la hidrólisis enzimática 
precipite con la toxina, a continuación desdoblan el precipitado en 
sus componentes y aíslan la antitoxina disociada precipitándola con 
sulfato amónico. Él producto final contiene un 77 por 100 de N pre­
cipitadle por la toxina y posee un peso molecular de ti3.000 en lugar 
de los 183.000 que Petermann y Pappenheimer atribuyen a la anti­
toxina del antisuero nativo. Además, también se modifican las cons­
tantes de disimetría; la razón entre los diámetros mayor y menor,, 
de 1 : 7 pasa a ser 1 : 5,3. ‘

Los autores citados suponen que la demolición enzimática de la 
molécula de la antitoxina se produce, en cierta medida, por un corte 
perpendicular al eje mayor que separa un trozo sin importancia para 
la función antitóxica, ya que el contenido de antitoxina no disminuye 
a lo largo de todo el proceso; por el contrario, aumenta con la reduc­
ción del tamaño molecular, y, por otra parte, los productos secunda­
rios separados por la hidrólisis enzimática no contienen antitoxina.
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Con igual razón podría sostenerse que la especificidad antigénica del 
anticuerpo está localizada en el trozo separado, puesto que esta espe­
cificidad se altera por la hidrólisis enzimática. No es seguro que esta 
representación, groseramente mecánica, se aproxime a la verdadera 
esencia del problema.

A. RothEn (1942) estimó que una antitoxina purificada por diges­
tión de un complejo toxina-antitoxina poseía un peso molecular me­
nor que el de Peterman y Pappenheimer, a saber: 90.000; por 
consiguiente, parece ser que el grado de pureza depende de las 
particularidades de la técnica empleada. Resulta interesante que, se­
gún Rothen, no pueda conseguirse el diagrama electroforético de un 
plasma antitóxico de caballo por la adición de antitoxina purificada 
por proteolisis a un plasma de caballo normal. El plasma antitóxico 
de caballo se distingue del plasma normal de caballo por una pequeña 
reducción de la albúmina, un débil aumento de las globulinas a y 0, 
y un aumento tan ¡fuerte de la globulina y que sobrepasa la cima del 
fibrinógeno; en cambio, si se añade antitoxina diftérica purificada a 
plasma normal de caballo no se observa sino un pequeño aumento 
de la cima de la globulina y: Rothen encuentra para su observación 
dos explicaciones: que la globulina y .del suero inmune contenga, ade­
más de la toxina aislable, anticuerpos de actividad restringida, o que 
la globulina y contenga una cantidad considerable de proteína inespe­
cífica (”proteína inerte”). «

A. M. Pappenheimer, H. P. Lundgren y J. W. Williams (1940) 
explican el efecto de los enzimas proteolíticos sobre los sueros antitóxi­
cos, suponiendo que el grupo responsable de la acción antitóxica está 
distribuido asimétricameqte en la molécula de la antitoxina; esta hipó­
tesis ha sido corroborada por las alteraciones que se observan en dicha 
molécula a consecuencia de la acción de las proteasas (véase luego). 
E. F. Porter y A. M. Pappenheimer habían comunicado ya, en 1939, 
que una película monomonecular de toxina adsorbida en estearato bárico 
puede fijar la antitoxina; pero que, en cambio, no puede efectuarse la 
combinación inversa: fijar toxina sobre una película de antitoxina. I-a 
influencia del factor de dispersión explica que la molécula de antitoxina 
(y de otros anticuerpos) pueda desmenuzarse sin perturbar de modo 
considerable su función de anticuerpo; sin embargo, permanece oscuro 
por qué la estructura que condiciona la función de anticuerpo re­
sulta más resistente frente a las influencias proteolíticas que la confi­
guración de que depende el carácter específico de especie de la globu­
lina inmune. Haciendo teorías en dirección a las “hipótesis de los 
plegamientos”, pudiera opinarse que los plegamientos de los anti-
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cuerpos están asegurados por combinaciones intramoleculares más fir­
mes que los plegamientos que condicionan la especificidad de especie; 
pero estas especulaciones no encuentran apoyo en los experimentos 
que estudian el comportamiento de los anticuerpos y de los anticuer­
pos en capas monomoleculares (véanse pág. 8o y sigs.).

Si teniendo en cuenta los resultados experimentales consignados 
volvemos a la cuestión iniciada en otro lugar (véase pág. 70), rela­
tiva a las diferencias que existen entre las globulinas inmunes (pres­
cindiendo de sus funciones de anticuerpo) y las globulinas normales 
de (plasma sanguíneo, pudiera suponerse que se distinguen unas de 
otras por poseer las primeras un grupo resistente a los enzimas en el 
que se localiza la función anticuerpo. Sin embargo, para hacer tal 
generalización no se dispone de suficiente número de hechos experi­
mentales bien comprobados.

La aplicación de sueros inmunes desespeciados con fines profilác­
ticos y terapéuticos ofrece la ventaja de que carecen, en mayor o 
menor grado, de las propiedades de antígeno proteico, por lo que 
en ellos se reduce e incluso en ocasiones se evita por completo el 
peligro de un choqué sérico primario o de reacciones anafilácticas. 
Una revisión crítica de la experiencia clínica, sólo en parte satisfac­
toria, obtenida con tales antisueros, se encuentra en la obra de Br. 
Ratner: Alfergie, Anaphylaxie und I inmuno therapte (pág. 75 y si­
guientes).

Si se efectúa un balance de las consideraciones previas expuestas, 
estimando de modo cuidadoso y objetivo los resultados experimentales 
y sus interpretaciones teóricas, se llega a la conclusión de que no po­
seemos ningún conocimiento general y, por consiguiente, definitivo acer­
ca del lugar y del mecanismo de la formación de los anticuerpos, ni 
de la naturaleza de los anticuerpos, ni de los fundamentos de su diver­
sidad ilimitada. Quizá lo único que puede decirse es que los anticuerpos 
son “globulinas inmunes” y que las seroglobulinas poseen una cierta 
plasticidad que tal vez pueda aumentar extraordinariamente in loco 
el in statu nacendi. Pero esta concepción, admitida generalmente, no 
puede considerarse como la “última palabra”. En particular no resulta 
claro por qué una globulina se transforma en anticuerpo, ni por qué

7
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sólo las globulinas poseen la capacidad de funcionar como anticuer­
pos; y ni siquiera todas las globulinas gozan de esta propiedad, que se 
limita a una clase determinada de estas seroproteínas, que, por otra 
parte, no es siempre la misma. Sólo el conocimiento de la naturaleza 
y causas de la ilimitada variedad de los anticuerpos, puede llevar a 
conclusiones decisivas sobre estos problemas fundamentales.
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Capítulo VI

i

EL ANTICUERPO CONSIDERADO DESDE EL PUNTO DE 
VISTA DEL ANTIGENO

El anticuerpo está adaptado específicamente al antígeno, al que 
debe su formación, y de esta relación surgen dos caminos que acercan 
al problema de los anticuerpos. Se puede investigar primeramente 
cuáles son 'las propiedades del antigeno qu¡e determinan la 'especifici­
dad de los anticuerpos. R. Doerr (1929 d) ha designado la suma dé 
estas propiedades del antígeno determinantes de su especificidad con 
la expresión de complejo de los determinantes inmunológicos, que ha 
sido reconocida como conveniente y generalmente aceptada. Por este' 
primer camino puede conocerse cuáles son las cualidades de los anti­
genos que influyen de modo exclusivo o predominante sobre 1a reac­
tividad de los anticuerpos, y las que, por el contrario, carecen de 
influencia; pero este método no facilita necesariamente el descubri­
miento de la manera de transformarse las propiedades del antígeno 
en el modo de reaccionar del anticuerpo, ni de lo que hemos de en­
tender por substrato material de las innumerables reactividades de los 
anticuerpos. En segundo lugar puede elegirse, como objeto de la 
investigación, el examen del curso de la reacción in vilro entre dis­
tintos anticuerpos y los correspondientes antígenos. En tales investi­
gaciones los "anticuerpos” sólo pueden emplearse en forma de anti­
suero o de una fracción proteica de un antisuero, lo que en cierto 
sentido prejuzga el valor y significación de los resultados; también 
se excluye de la investigación el punto más importante del problema 
de los anticuerpos, a saber: los procesos que se producen en el orga­
nismo generador de los anticuerpos.

Se hará una revisión de los resultados que se han conseguido 
investigando en los dos sentidos; para ello resulta inevitable abandonar 
la exposición de particularidades y presentar en primer plano aque­
llos resultados seguros a los que quepa atribuir una importancia fun­
damental.
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Este concepto, que constituye el punto de partida para la ense­
ñanza de la especificidad de los antígenos que se refleja en sus anti­
cuerpos, se constituyó y se desarrolló con auxilio de una técnica espe­
cial designada como reacción de precipitinas o precipitación inmune. 
En 1897, R. Krauss observó que los antisueros provocan precipita­
dos en los filtrados de cultivos de bacterias exentos de gérmenes, y 
que este fenómeno era específico, del mismo modo que los ya cono­
cidos de la aglutinación y de la bacteriolisis; es decir, que un anti­
suero de cólera reacciona con los filtrados de cultivos de cólera, pero 
no con los filtrados de cultivos tíficos, y, en general, que la precipita­
ción sólo se produce cuando al filtrado del cultivo se le adiciona el 
antisuero homólogo. Krauss (1929, pág. 1141) deduce del carácter 
común de la especificidad “biológica” que la precipitación debe con­
siderarse como “un fenómeno de inmunidad sui generis”, y que en la 
inmunización conseguida con determinados antigenos, bacterianos. 
además de antitoxinas, bacteriolisinas y aglutininas, se forman otros 
anticuerpos que denominó, por su modo de acción, precipilinas.

Bordet se planteó si era justificada la limitación a los antígenos 
bacterianos o si, por el contrario, se obtendrían por la inyección de 
eritrocitos u otras células animales los mismos resultados que por 
la inyección de bacterias, siempre que los eritrocitos procedieran de 
distinta especie animal, es decir, fueran extraños al organismo, 
como sucede, naturalmente, en el caso de los microbios patógenos. 
Efectivamente, consiguió, como él mismo dice [J. Bordet (1939, 
página 332)], decidir fácilmente esta cuestión por la inmunización 
de una especie animal A con eritrocitos de otra especie B; de este 
modo consiguió antisueros que aglutinaban los eritrocitos de B, y, 
finalmente, los disolvían; ofrecían el mismo grado de especificidad 
que los anticuerpos bacterianos equivalentes, las aglutininas y lisinas 
de las bacterias fj. Bordet (1898)]. La hemoaglutinación y la hemo­
lisis no presentan la misma forma exterior que la precipitación bac­
teriana porque, a diferencia de en ésta, el antígeno no se emplea en 
disolución, sino que. como en la aglutinación de las bacterias, se aplica 
en forma de una suspensión de células. Los resultados obtenidos por 
Bordet tuvieron en la época de su publicación la fundamental tras­
cendencia de eliminar de un golpe el prejuicio bacteriocéntrico de la 
investigación inmunológica. Su consecuencia inmediata fué que, en lo
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(i) “The scientist shares with Humpty the privilege of payin£ words extra 
and making them mean Avhat he likes” ["Whitehead, Iniroduction to Mathe- 
n¡aticst citado por W. W. C. Topley (1933)].

sucesivo, con el nombre de “inmunización” no se consideraron exclu­
sivamente los procesos que reforzaban la capacidad de resistir las 
infecciones, sino todos los procesos cuya característica común es ini­
ciarse por la administración parenteral de un antígeno y tener como 
consecuencia la aparición en el suero de anticuerpos que reaccionan 
específicamente con dicho antígeno; el suero que contiene anticuerpos 
se denominó “suero inmune” (1). Por último, se discutió que fuera 
imprescindible la condición de que el antígeno procediera de una espe­
cie distinta, condición que estaba implícita en los antíegnos bacterianos, 
pero que pudiera no tener validez general.

Al año siguiente de haber publicado sus investigaciones sobre los 
anticuerpos contra eritrocitos de otra especie, comunicó J. BordeT 
(1899) (y simultáneamente Tschistowitsch) que también podían ob­
tenerse anticuerpos por el tratamiento con proteínas disueltas de pro­
cedencia animal (suero de caballo} suero de conejo, suero de anguila 
y leche de vaca)t anticuerpos que reaccionan específicamente in vitro 
con el antigeno utilizado, formando un precipitado. Estas disolucio­
nes naturales de antigenos proteicos animales, y muy especialmente 
los sueros sanguíneos, pueden prepararse de un modo sencillo y ad­
ministrarse directamente por vía parenteral (y también por vía intra­
venosa) ; en los ensayos cuantitativos de precipitinas pueden obtenerse 
rápidamente, por simple dilución, todos los grados de concentración 
que se desee, sin que sean de temer la separación de ¡fases líquidas o 
la formación de sedimentos; debido a estas múltiples ventajas técni­
cas, estas sustancias se emplearon de modo extensísimo en los expe­
rimentos que pretenden establecer la base fenológica del conocimiento 
de la especificidad serológica. Posteriormente se comprobó también 
la especificidad de las proteínas tisulares, aunque no se estudió con 
el mismo detenimiento. Por lo demás, las reglas más importantes se 
pueden deducir de los resultados obtenidos con el suero y con las pro­
teínas del suero, de las que en lo sucesivo, por la sencillez de manejo, 
se hará un amplio uso. Hay que tener siempre en cuenta que la dife­
rencia entre los antígenos sólo se conoce al reflejarse en los anticuer­
pos obtenidos, y que tal diferencia sólo recibe el carácter de objeto 
independiente después de precisar cuáles son las propiedades quími­
cas o físicas del antígeno que determinan el modo de reaccionar de 
su anticuerpo.
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(¡i) El volumen de precipitado obtenido con el antígeno homólogo se considera 
como del ico por iioo, y a este volumen se refieren los obtenidos con los anti­
genos heterólogos.

Diferenciación de los antigenos procedentes de especies próxima­
mente emparentadas.

34 mueitru ¿Le sangre humana  .....................
8 maestral ¿e Símiídae, 3 especies de antropoidea..

36 muestras de Cercopithecidae
13 muestras de Cebidae
4 muestras de Hapalidae
2 muestras de Lemuridae ............................

r

i OO °/o 
100 °/o 

92 % 
78 °/o 
5» °/o 
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Volumen 
de precipitado (1).
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con respecto al antigeno

a) Los sueros sanguíneos de dos especies diferentes pueden ofre­
cer igual comportamiento en las pruebas con precipitinas (y en los 
experimentos anafilácticos) de modo que resulte imposible diferen­
ciarlos por estos métodos. Esto sucede cuando ambos sueros proceden 
de especies extraordinariamente próximas en el sistema natural. Es­
pecial interés ofrecen las reacciones de grupo entre las sangres de 
hombre y de mono que han dado ocasión a diferentes especulaciones 
sobre la procedencia animal del género humano; reacciones, sin em­
bargo, Que niegan decididamente autores recientes (Portmann y 
otros). Presentaremos aquí las investigaciones clásicas de G. H. 
F. Nuttall, por razones biológicas de otra índole.

h

í

TABLA 3.a

Reacciones de un antisuero precipitante obtenido por la inyección de suero 
humano normal a conejos.
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Si se tiene en cuenta que el suero sanguíneo representa una mez­
cla de proteínas que difieren entre sí serológicamente (véase pág. ooo), 
resulta improbable la completa identidad de dos sueros de especies 
diferentes. Este convencimiento sirvió de estímulo a investigadores 
que atribuían la imposibilidad de la diferenciación a errores o im­
perfecciones de los procedimientos aplicados. Esto se consiguió, efec­
tivamente, en experimentos en que se utilizó como antígeno para 
inmunizar y reaccionar, suero total (en lugar de seroproteínas ais­
ladas).



Diferenciación de antigenos de especies emparentadas 103

Entre los factores de que depende la especificidad de las precipi- 
tinas hay que considerar inmediatamente el modo df inmunizar el 
animal productor de anticuerpos, que influye en el sentido siguiente: 
la administración reiterada del antígeno rebaja la especificidad de los 
anticuerpos; es decir, disminuye lo estricto de la adaptación ini­
cial entre el anticuerpo y el antígeno empleado en la reacción prepa­
ratoria, creciendo gradualmente el númdro de Jas reacciones con 
sueros sanguíneos hcterólogos. Este fenómeno fue confirmado por 
diferentes autores [H. R. Wolfe (1929, 1933, 1935), E. Nicolás, 
T. Satoh), observándose más tarde análogos resultados con otros 
antígenos que pueden considerarse sustancias puras y unitarias (oval- 
búmina cristalizada, hemoglobina) [M. Heidelberger y F. E. Ken- 
dall (1935 d), S. B. Hooker y W. C. Boyd (I1934), A. K. Boor y 
N. Hektoén, Hektoén y Boor] ; es indudable que lo que verda­
deramente influye en la disminución de la especificidad de las preci- 
pitinas es el número de estímulos del antígeno.

Así se explica también que los experimentos de anafilaxia activa 
en cobayos resulten más apropiados para diferenciar entre sí antíge- 
nos proteicos emparentados que las reacciones de precipitinas, porque 
en el primer caso los animales se sensibilizan con una única inyección 
subcutánea de una cantidad muy pequeña, en general, de antígeno, 
mientras que los antisueros precipitantes suelen obtenerse forzando 
la producción de los anticuerpos por una inmunización lo más intensa 
posible, para de este modo conseguir un reactivo serológico tan sen­
sible con respecto a una determinada proteína, que permita descubrir 
incluso indicios de ésta (investigaciones forenses). En el experimento 
de anafilaxia pasiva, los cobayos, en general, se preparan mediante 
antisueros “sumamente activos” de conejo, por lo que no suelen pre­
sentar una especificidad tan acusada como los cobayos sensibilizados 
por- vía activa; por el contrario, ofrecen las mismas reacciones de 
grupo que los sueros preparados de modo pasivo cuando se someten 
a la reacción de precipitinas (véase la pág. 1108).

La causa del comportamiento descrito no ha podido precisarse 
con seguridad, pero no parece que sea una sola. En general se admite 
la explicación de Heidelberger y Kendall, según la cual en la 
inmunización prolongada (incluso cuando se dfectúa empleando como 
antígeno una proteína pura) siempre se producen más anticuerpos 
que los que pueden reaccionar con un grán número de grupos dife­
rentes (determinantes inmunológicos) del antígeno. Este juicio se 
puede completar por la hipótesis de que los determinantes inmunoló­
gicos de un antígeno, o de una mezcla de antígenos, poseen distinta
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actividad y que los determinantes más débiles sólo entran en acción 
mediante una inmunización más intensiva (véase pág. 113). T. Satoh 
señala que también puede perjudicar la especificidad un gran conte­
nido de anticuerpos (precipitinas); este autor consiguió reducir, e 
incluso eliminar, las reacciones con antígenos heterólogos sin más que 
diluir hasta un cierto grado (por ejemplo, 25 veces) las precipitinas 
de elevado título (frente al antígeno homólogo; este fenómeno tam­
bién se ha observado por A. K. Boor y L. Hektoén (véase también 
Hektoén y Boor) en experimentos efectuados con hemoglobina.

Como aplicación práctica de lo anterior hay que tener en cuenta 
que para la investigación serológica directa de sueros sanguíneos o 
de otros antígenos proteicos de especies animales próximamente em­
parentadas, en general no resultan apropiadas las precipitinas obteni­
das por reiteradas inyecciones del antígeno. Deben, por consiguiente, 
emplearse antisueros obtenidos del animal donante después de haber 
administrado a éste una sola inyección de antígeno, y que a la vez 
reaccionen con dicho antígeno a elevada dilución; también puede pro­
cederse a eliminar las reacciones secundarias de precipitinas obtenidas 
por hiperinmunización. Esto en ocasiones se consigue por una simple 
dilución del antisuero (véase antes) o por adsorción selectiva de las 
precipitinas secundarias, para lo que se le incorporan al antisuero 
los antígenos proteicos heterólogos, se separa el precipitado produ­
cido y se utiliza el líquido sobrenadante para la prueba principal. La 
separación de las precipitinas secundarias también puede efectuarse 
in vvvof para lo que al animal inmunizado, en cuya sangre existen las 
precipitinas secundarias, se le inyecta el correspondiente antígeno he- 
terólogo y poco tiempo después se le somete a la sangría que suele 
suministrar un suero inmune específico [K. NishegorodzeffJ. A 
esta técnica corresponde, en el experimento anafiláctico, la desensi­
bilización parcial de todo el animal o de los órganos aislados (cuerpo 
de los úteros, etc) mediante antígenos heterólogos, ya efectuada por 
Dakin y H. Dale, y por H. G. Wells y Th. Osborne.

P. Uhlenhuth (1905 b) describió y designó con el nombre de 
inmunización cruzada otro método biológico interesante. Si se tratan 
gallinas con sangre de liebre se obtiene un suero que precipita tanto 
con la sangre de liebre como con la de conejo; si, por el contrario, 
se inmunizan conejos con sangre de liebre o con suero de liebre, se 
obtiene una precipitina que no reacciona con el suero de conejo, sino 
sólo con el de liebre. Siguiendo a K. Landsteiner (1936), este fenó­
meno se atribuye, con gran verosimilitud, a que los antígenos pro­
teicos de ambas especies animales, tan íntimamente emparentadas,
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¡(i) Las observaciones de R. E. S-hope también deben estar relacionadas, 
en opinión de H. P. Treffers (1944 b), con la “inmunizacióln cruzada”; según 
este autor, el suero de cerdos que han sufrido la gripe porcina protege a los 
ratones de la infección por siete estirpes de virus de dicha enfcandad, mien­
tras que el antisuero de conejos inmunizados con dichas estirpes en general sólo 
neutralizan una parte de dichas siete estirpes; en dos casos, incluso nada más 
que la utilizada para inmunizar el conejo, y sólo excepcionalmente, las sieie. 
Fundándose en su comportamiento contra el suero de cerdo convaleciente, se 
suponía que las siete especies eran idénticas, pero se diferenciaron, como se 
ha dicho, por los ensayos de neutralización cruzada con sueros de conejo. Se­
gún opmión de Siiope, las siete estirpes investigadas paseen la misma compo­
sición, pero en ellas los grupos antigénicos están ordenados de modo distinto, 
y esta distinta disposición sólo se acusa en los ernejos. Sin embargo, caben 
otras muchas interpretaciones, quedando en definitiva como bien establecido 
únicamente el hecho de que los sueros inmunes que proceden de individuos 
infectados manifiestan una especificidad menor que los antisueros obtenidos por 
inmunización artificial; experiencia que también se ha observado en otros casos 
análogos.

poseen en común varios determinantes (funciones antigénicas poten­
ciales) ; en el organismo de la gallina pueden actuar todos, y, en cam­
bio, en el del conejo sólo lo hacen aquellos por los que difieren las 
seroproteínas de liebre de las de conejo (véase pág. 115). El método 
se ha aplicado con éxito en otros casos, en los que también se utili­
zaba como reacción el ensayo de precipitinas y como antigeno un 
suero sanguíneo (1). P. Uhlenhuth (1905) señaló que él suero de 
monos (C creo pithe cus f uliginosas y Macacus rhe sus) inmunizados 
intensivamente con suero humano provoca en sangre humana diluida 
una manifiesta turbidez, mientras que no daba ninguna reacción con 
la sangre de monos de especies próximas. Este resultado tenia inte­
rés principalmente teórico, ya que Nuttall había establecido las dife­
rencias entre la sangre humana y la de las especies de monos citadas, 
en ensayos cuantitativos de precipitinas (véase pág. 102). Más impor­
tante sería la diferenciación serológica entre hombres y antropoides. 
El chimpancé sólo excepcionalmente reacciona frente a la inyección 
de suero humano con formación de precipitinas; sin embargo, en 
una ocasión se consiguió obtener de un chimpancé un antisucro que 
reaccionaba claramente con el suero humano y con el de chimpancé 
daba resultado completamente negativo [K. LandsteinEr y P. H. 
Levine (1932)].

No existe ningún método universal que permita en todos los casos 
diferenciar entre sí los sueros sanguíneos, u otros antígenos proteicos, 
de especies animales muy emparentadas. Muchas veces fracasa el 
método de la inmunización cruzada; por ejemplo, no permite dife-
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i enciar el suero de caballo del de asno, ya que el caballo no produce 
ninguna precipitina específica para el suero de asno; tampoco los 
carneros suministran precipitinas para el suero de cabra (véase P. 
Uhlenhuth y W. Seiffert, obra citada, pág. 373); también fra­
casa el intento de diferenciar el suero de los cobayos ordinarios del 
suero de los cobayos brasileños mediante inmunización cruzada, por­
que los primeros no reaccionan frente a la inyección del suero del 
cobayo brasileño (Cavia rufescéns} con formación de una precipiti­
na que sea estrictamente específica para el suero inyectado [F. J. 
Holzer]. Con frecuencia hay que eliminar selectivamente 1as preci­
pitinas secundarias del suero inmune, lo que se efectúa precipitándo­
las mediante el antígeno heterólogo disuelto [Kister y W. Weit- 
hardt], o, más fácilmente, separándolas por su adsorción en cédulas 
lieterólogas (eritrocitos, células de órganos) [E. Friedberger y 
Jarre, E. Friedberger y G. Neissner] (también puede prepararse 
el adsorbente coagulando por el alcohol el antígeno disuelto [D. Hall- 
mann]. Esta purificación, efectuada eliminando por adsorción las 
precipitinas secundarias, suele dar, aunque no siempre, el resultado 
deseado [K. Makino, H. R. Wolff (1933), E. Nicolás, S. B. 
Hooker y W. C. Boyd (1934, 1936 b), D. Hallmann y otros]. 
Además cabe inmunizar siguiendo un procedimiento que resulte más 
adecuado, o, simplemente, afinar la técnica de valoración de las pre­
cipitinas; o, por último, buscar de modo empírico cuál es la especie 
animal cuyos anticuerpos, en cada caso, reflejen del modo más nítido 
la especificidad del antígeno. Por ejemplo, con sueros precipitantes 
de conejo se pueden diferenciar fácilmente los sueros de ratón y de 
rata [P. Uhlenhuth y Veidanz, R. Trommsdorff, F. R. Graetz] ; 
en cambio, mediante precipitinas de conejo no se consiguen diferen­
ciar los sueros de gallina y de paloma, ni incluso de ganso. Puede 
admitirse aquí la explicación utilizada para interpretar el fenómeno 
de la inmunización cruzada; en el organismo del conejo actúa lo que 
poseen en común las proteínas de las aves, pero sólo se aprecian las 
diferencias de las proteínas de los roedores, ya que el conejo es un 
roedor. Esto puede comprobarse de un modo doble. Por una parte, 
porque pueden obtenerse precipitinas específicas de gallina con res­
pecto al suero de paloma, y recíprocamente precipitinas de paloma 
específicas para el suero de gallina [Uhlenhuth y Seiffert, obra 
citada, pág. 373], y por otra, porque los antisueros de conejo no sólo 
permiten diferenciar los sueros de ratón y rata, sino que resultan 
apropiados para distinguir, en general, los sueros de roedores incluso

II
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orden más alto.II. Especificidad natural de un

(1) R. W. Cumley y M. R. Irvin (1943) pudieron demostrar que entre los 
sueros sanguíneos de diferentes hombres existen diferencias individuales análo­
gas a las establecidas para los hematíes. Tales diferencias se observaron inmu­
nizando conejos con sueros de diferentes individuos y sometiendo las precipiti- 
nas obtenidas a la adsorción con sueros procedentes de la misma o de diferente 
persona. En opinión del autor, hasta ahora no está claramente establecido si 
los antígenos son seropróteínas u otras sustancias.

Cuando se inmuniza un conejo de modo intensivo con suero de 
camero, se obtiene un antisuero que no sólo precipita con suero de 
carnero, sino con una serie de sueros de otros mamíferos; pero que, 
en cambio, no precipita con suero de gallina. La tabla 4.a, procedente

cuando se trata de sueros procedentes de especies muy próximas 
[R. A. Hicks y C. C. Little, H. P. Levini y P. A. Moody],

Quien no opere en este campo como especialista y se limite a con­
siderar los datos promedios se asombra de la especificidad, es decir, 
de las diferencias entre las proteínas del suero sanguíneo que se apre­
cian por vía serológica. Sin embargo, G. H. Wells (1929, pág. 67) 
subraya muy acertadamente que la especificidad inmunológica no es 
sino una manifestación particular de la especificidad biológica que 
domina todos los procesos de la vida. Una manifestación de especifi­
cidad química tan típica como la producción de una antitoxina espe­
cial por un caballo inmunizado con el veneno del bacilo diftérico es, 
por ejemplo, la imposibilidad de que un huevo se fecunde más que 
por una determinada especie de espermatozoides, y el que el huevo, 
durante su desarrollo, desenvuelva las formas y funciones caracterís­
ticas de su especie, de modo que las hojas del arce se vuelven rojas 
en el otoño y las del abedul amarillas. El hecho, escribe Wells, de 
que un perro pueda seguir las huellas de su amo hasta encontrarlo y 
que lo distinga por su olor de todas las demás personas, suministra 
una prueba de que cada hombre es un individuo químico. La natura­
leza, como muestra este ejemplo, sobrepasa la especificidad de especie 
y se eleva hasta la especificidad individual, que representa un máxi­
mo al que se acerca la inmunología en las investigaciones de los 
grupos sanguíneos (1). En este sentido, el perro que reconoce a su 
amo por el olfato encuentra una analogía singular: los ideosincrási- 
cos que son sensibles a emanaciones de perro reaccionan con frecuen­
cia sólo frente a determinadas razas caninas [S. B. Hooker (1944)].
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Suero norma? utilizado como antigeno.
Diluciones.
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Este experimento se corroboró por experimentos de anafilaxia 
pasiva en cobayos. Se prepararon una serie de cobayos por inyección 
intraperitoneal de i,o mi. de un mismo antisuero de carnero, y al 
cabo de veinticuatro horas recibieron como inyección desencadenante 
las dosis dedos sueros normales que se indican en la tabla anterior, 
administrados intravenosamente. Con el suero de carnero y con el de 
cabra la dosis mínima letal resultó ser de - 0,006 mi, con el suero 
de vaca 0,02 mi. y con el suero de cerdo 0,1 mi; el suero humano 
provocó síntomas graves cuando se administró en una dosis de 
1,0 mi, pero sobrevivió el animal; 2,5 mi. de suero de caballo oca­
sionaron únicamente síntomas ligeros y 1,5 mi. de suero de gallina 
no provocaron ni la menor reacción.

H. E. Reeser, E. Friedberger y Collier, P. Manteufél y 
H. Beger, E. Friedberger y G. Meissner, A. A. Boyden, T. Satoh 
y otros autores han descrito tales precipitinas. (Véanse en nuestra obra 
las consideraciones acerca del efecto de la hiperinmunización sobre

de un trabajo de R. Doerr y Russ, puede ilustrar este comporta­
miento.
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TABLA 4-*

A o¿i mil. de suero anticarnero de conejo se le adicionan 1,0 mi. de disolu­
ciones a dilución creciente de suero normal de diferentes especies; las lecturas 
se efectúan después de mantener la mezcla dos horas en el termostato, -j—|--}- 
representa un precipitado fuerte, +4 una floculación manifiesta, 4 enturbia­

miento, o significa que el líquido continúa transparente.
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heterólogos corresponda a

la amplitud de especificidad de los sueros inmunes (pág. 102).) Aquí, 
naturalmente, no puede hablarse ya de “reacciones de parentesco” 

el sentido de que la reciprocidad de reacción entre unos sueros 
la afinidad que, en el sistema de clasifica­

ción zoológica natural, exista entre las especies que suministran los 
sueros. La circunstancia de que la amplitud de la reacción se extienda 
a casi todos los mamíferos, pero que no alcance a las aves, sugiere, 
no obstante, el pensamiento de que se trata de una reacción de pa­
rentesco que está condi'clonada por la semejanza entre las proteínas 
de la sangre de los mamíferos. Esto parece más probable después de 
las interesantes comunicaciones de F. A. Simón (1941, 1942), quien 
comprobó, por el método de escarificación, la sensibilidad de la piel de 
enfermos de la fiebre del heno frente a distintos sueros sanguíneos, 
encontrando que muchas personas reaccionaban positivamente frente 
al suero de los mamíferos más diversos (caballo, vaca, perro, cobayo, 
cerdo, rata, ratón, conejo, oveja, gato, elefante, manicú, mono y 
delfín). Como había que descartar que existieran contactos sensibili­
zadores con muchos de los animales reseñados (elefante, manicú, 
cobayo y delfín), y tampoco parecía probable que cada contacto ar­
bitrario con un mamífero condujera a una sensibilización específica 
para el mismo individuo, Simón (1942) se inclina a suponer que en el 
suero de mamíferos existe, en cantidad y ordenación variables, un 
número relativamente pequeño de determinantes alérgicos comunes, 
que son independientes hasta un cierto grado de los determinantes 
específicos de especie, pero que son suficientes para conseguir una 
apieciable sensibilización. Simón (1941, 1942) estableció en todo caso: 
i, que ninguna de las personas investigadas por él reaccionó frente 
al suero de rana o de gallina, y 2, que en el suero de los enfermos 
estudiados se observaba la presencia de anticuerpos (reaginas) que 
permiten sensibilizar pasivamente, frente a las proteínas del suero de 
los diversos animales, la piel de individuos normales.

Con respecto al principio de la inmunización cruzada, es digno 
de notarse que la “especificidad de mamífero” puede adquirir validez 
en la producción de anticuerpos de conejos y hombres, es decir, de 
mamíferos.



El anticuerpo considerado con respecto al antigenoTIO

! el plasma sanguíneo o en el suero 
había supuesto (E. J. Cohn, 194O-

!
=
i

a

h J
- • 1l¡ | : * ,
• i

’ji

DE LA

Del mismo modo que la especificidad de especie puede combinarse 
con especificidades de un orden más elevado, a saber: con especifici­
dades para especies próximas o con especificidades de una carácter 
aún más general (especificidad de mamífero, especificidad de ave); 
recíprocamente, dentro de la especificidad de especie pueden descu­
brirse especificidades particulares subordinadas.

La primera demostración de tales especificidades particulares den­
tro del cuadro de la especificidad de especie se encontró en las pro­
teínas del suero sanguíneo. En I901, Leblanc demostró que las 
euglobulina, seudoglobulina y albúmina obtenidas por el fracciona­
miento de un mismo suero sanguíneo se distinguen entre sí por reac­
ciones de precipitinas, y todas ellas difieren de la hemoglobina pro­
cedente del mismo animal. Estos datos fueron corroborados por 
L. Michaelis (1904), y a continuación por una serie de autores 
[H. H. DalE y P.. Hartley, R. Doerr y W. Berger (1922 i, 
1922 b), E. Stern, Kato y otros], utilizando reacciones de precipi­
tinas y, en parte, experimentos anafilácticos; Doerr y Berger 
(1922 a) señalaron que la seroalbúmina precipitada primero parcial­
mente con el 56-66 por 100 de sulfato amónico y separada después 
por salado mediante una concentración salina más alta, puede desdo­
blarse en dos albúminas parciales que poseen deferente comporta­
miento serológico. Bauer y Enqel comunicaron en 1912 que el 
antisuero obtenido mediante fibrinógeno de sangre de vaca no presen­
ta las reacciones de precipitinas ni de fijación de complemento con 
el suero de vaca, y recíprocamente; y posteriormente se reconoció el 
carácter de antígeno sui getieris al seromucoide [J. H. Lewis y G. H. 
Wells]. G. H. Wells (1929), en la segunda edición de su obra sobre 
los fundamentos químicos de la inmunidad, dijo que, como resumen, 
todo plasma sanguíneo de un mamífero contiene seis antigenos dife­
rentes (fibrinógeno, euglobulina, seudoglobulina, dos albúminas y 
seromucoide).

El perfeccionamiento progresivo de los métodos para fraccionar 
proteínas junto con la investigación química de los productos obteni­
dos por dichos fraccionamientos llevaron a la conclusión de que el 
número de proteínas contenidas en 
sanguíneo era mayor que lo que se
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III. Especificidades particulares dentro del'cuadro 
especificidad de especie
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Hasta la fecha se conocen las siguientes seroproteínas diferenciales 
serológicamente: 3 globulinas [F. E. Kendall (1937-1938), T. 
Harris y H. Eagle], 2 albúminas cristalizabas [L. F. Hewitt 
(i937, *938 b), R- A. Kerwick, P. G. H. Gell y M. E. Yuill], el 
seromucoide (véase antes), 1 globoglucoide [L. F. Hewitt (1938 a, 
1938 b)] y 1 seroglucoide [L. F. Hewitt (1937, 1938 b, 1938 c)]. 
Esta lista no incluye sino los componentes del suero. Si se tienen en 
cuenta criterios físicos (tales como la solubilidad o insolubilidad en 
agua exenta de electrolitos), las propiedades químicas (combinación 
con lipoides, ácidos grasos e hidratos de carbono) y las diferentes 
actividades biológicas de los productos del fraccionamiento que se 
observan en el tubo de ensayo y en el organismo, el cuadro de las 
proteínas del suero se complica mucho más aún, como puede obser­
varse en el esquema de E. J. Cohn reproducido en la página 27, 
donde se resumen los resultados de las amplias investigaciones del' 
Blood Substitutes Sub-Commitee of the National Research Council.

El hecho de que ciertas actividades, como las de isoaglutininas, 
las de los anticuerpos contra el sarampión, las de los factores de la 
función del complemento, puedan cumplirse por determinadas .frac-' 
ciones aisladas, fracciones que pueden concentrarse por procedimien­
tos adecuados, demuestra que las proteínas aisladas de un mismo 
suero, dinámica y serológicamente distintas, no deben concebirse como 
productos artificiales producidos por el fraccionamiento mismo. En 
especia!, con respecto a la distinción entre albúmina y globulina, 
productos que en un principio se pensó que se producirían al frac­
cionar las seroproteínas, R. Doerr y W. Berger (1922 c) adujeron 
en contra una prueba decisiva al poner de manifiesto que se trata de 
antígenos no sólo de especificidad particular, sino también de actividad 
completamente distinta; si se preparan cobayos con una mezcla de 
una parte de albúmina y 100 de globulina procedentes del mismo sue­
ro, los animales reaccionan anafilácticamente frente a la globulina, 
pero no frente a la albúmina; por el contrario, si se cambian las pro­
porciones de la mezcla antigénica (100 partes de albúmina para una 
parte de globulina), los animales se sensibilizan tanto contra la albú­
mina como contra la globulina. Por último, si se inmunizan conejos 
con el suero total de otra especie, se forman anticuerpos contra la 
globulina y la albúmina; si un antisuero de este tipo se mezcla con 
suficiente cantidad de globulina, se produce un precipitado que puede 
centrifugarse, y el líquido sobrenadante no precipita ya con globulina, 
pero sí con albúmina [K. LandstEiner y J. van der Scheer (1924)]-

En tratados recientes todavía se encuentran expresiones como
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“protema humana”, “proteína de mono”, “proteína de caballo”, etcé­
tera (véase, por ejemplo, B. P. Uhlenhuth y W. SiffErt), que 
únicamente son admisibles como expresión abreviada de la proceden­
cia de los antígenos proteicos, sin especificar si se trata de proteínas 
puras o de determinadas mezclas proteicas. Pero debieron evitarse 
tales designaciones y hablar de sueros humanos, de mono o de caballo, 
con las que se designa, además de la procedencia, la índole del pro­
ducto; y el plasma o el suero sanguíneo no es el único líquido orgá­
nico constituido por una mezcla de sustancias que difieren entre sí 
por su función fisiológica y sus propiedades físicas, químicas y sero- 
lógicas; también tienen una composición compleja el líquido céfalo- 
rraquídeo, la leche, la clara y la yema de huevo, etc., que a su vez 
son totalmente distintos del plasma sanguíneo.

R. Doerr y W. Berger (1922 b), fundándose en sus investiga­
ciones acerca de 1a albúmina y globulina del suero sanguíneo, hacen 
observar que cada una de estas proteínas posee dos clases de especi­
ficidad, una condicionada por su procedencia de una especie animal 
determinada y otra que distingue el tipo de proteínas de las restantes 
proteínas con la misma especificidad de especie. En tales proteínas 
deben, pues, existir al menos dos grupos determinantes de la especi­
ficidad, o “determinantes inmunológicos”, de lo que parece deducirse 
que ninguna de ambas especificidades depende de la estructura total 
de la molécula proteica, concepto al que, por otra parte, ya habían 
llegado H. G. Wells y Th. Osborne en sus intentos de analizar los 
fundamentos químicos de la especificidad de las proteínas vegetales. 
Si fuera cierto que todas las proteínas, con la misma especificidad de 
especie (aunque posean especificidades particulares por las que se 
distinguen entre sí las diversas proteínas procedentes de la misma 
especie animal), contienen un determinante idéntico en el que des­
cansa la común especificidad de especie, todas las proteínas especiales 
existentes en cada especie animal deberían ofrecer reacciones de pa­
rentesco; por ejemplo, la albúmina del suero humano debería originar 
en el cobayo un anticuerpo que reaccionara también con la globulina 
del suero humano. Pero este fenómeno no se produce, como observa­
ron ya R. Doerr y V. Russ (1909) y han confirmado modernamente, 
con técnica más precisa, H. P. Treffers, Moore y Heidelberger. 
Estos autores inmunizaron cobayos con albúminas y con globulinas 
de sueros de caballo y de cabra, y observaron que las albúminas de 
cabra y de caballo daban reacciones cruzadas, y que del mismo modo 
se comportaban las globulinas de las mismas procedencias; pero no 
pudo apreciarse ningún parentesco entre la albúmina y la globulina

i 4’:

•f: ¡ib 

. y ¡
I ¿I ¡ 1 ;i 1 
‘ i .

ti ‘
'l¡ 1I 1; id

iV> V

II
< .4 t;1í uí
í !1

I



Especificidades particulares en el marco de la de especie

ha conseguido obtener
8

del suero equino, ni entre la albúmina y la globulina del suero de 
cabra. K. Landsteiner (1941, pág. 61) opina, pues, lo siguiente: 
“The possíbility that the various proteins within One species arc 
somehow rclated in structure is not supported by any actual eviden- 
ce”; pero añade que si existiera tal comunidad de estructura se en­
tendería más fácilmente cuál es el motivo por el que las proteínas 
homologas no provocan, a pesar de su diversidad, la formación de 
anticuerpos, como si las células del animal percibieran que, dentro 
de su diversidad, poseen la propia procedencia. H. P. Treffers 
(1944 b, pág. 75) dice aproximadamente lo mismo cuando no niega 
la posibilidad de que exista una estructura común de esta índole, aun­
que añade que hasta ahora no ha sido “descubierta”.

No resulta fácil, efectivamente, formarse una idea precisa de la 
proporción recíproca en que se encuentran los dos determinantes su­
puestos por R. Doer y W. Berger (1922 b), ni de la causa por la 
que uno de. ellos, el específico de especie, carece de validez én expe­
rimentos de cierto tipo (por ejemplo, en la comparación serológica 
entre la albúmina y la globulina de un mismo suero). Pudiera pen­
sarse que los determinantes de la especificidad particular de la albú­
mina, globulina, etc., no son sino grupos especiales dentro de la es­
tructura específica de especie, estructura que, dicho con otras palabras, 
■constituye una unidad de orden superior que no puede desdoblarse 
en componentes distintos. El hecho de que cuando dos proteínas de 
la misma procedencia se someten a pruebas de inmunidad cruzada, 
se observe que los determinantes para la especificidad particular inhi­
ben completamente el carácter de especificidad de especie, parece 
demostrar a primera vista la ausencia del factor específico de especie. 
Pero, probablemente, la prueba fracasa porque el determinante de la 
especificidad particular es mucho más activo que la estructura espe­
cífica de especie, de modo que lo único que puede apreciarse es la 
especificidad particular. Tan sólo si se elimina esta “concurrencia”, 
utilizando proteínas de la misma especificidad particular, pero de 
distinta especificidad de especie, se manifiesta la especificidad de es­
pecie por el parentesco serológico que acusan; 1a seroalbúmina de 
caballo y la de cabra, sometidas a las pruebas de Treffers, Moore 
y Heidelberger, no se comportan como productos idénticos, de 
acuerdo con el concepto de especificidad de especie. No se llegará a 
conclusiones definitivas hasta que se pongan en claro los fundamentos 
de la especificidad de especie de las proteínas, lo que no se ha con­
seguido hasta la fecha (véase pág. 125).

Entretanto sólo podemos decir que no se
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TABLA 5-a
Reacciones que da, con e! suero de diversos mamíferos, una precipitina obtenida 

por la inmunización de un conejo con suero de bovino hervido.
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Es digno de observarse que también se 
con el suero de conejo calentado, es decir, 
mal inmunizado.

Los dates reunidos acerca de la “desespecificación” de proteínas antigénicas 
por el calor son muy dispares. J. Furth, Uwazumi y otros autores afirman 
que tales “coctoantígenos ’ presentan una especificidad menos estricta, es decir, 
que aumenta el número de los antígenos con que reaccionan los antisueros (pre- 
cipitinas) obtenidos con ellos; estos resultados están en contradicción con los 
de otros trabajos, según los cuales la inmunización con sueros coagulados por 
el calor originan precipitinas con especificidad muy acusada [H. Beger (1924), 
R. Rosenberg (1926)]. K. Fujwara y Dujarric de la Riviere y Kossovitch

Reacciones con sueros nativos de mamíferos.
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produce una débil reacción 
con el coctosuero del ani-
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a partir de albúminas, “globulinas artificiales” que fueran 
serológicamente idénticas a las seroglobulinas naturales, o que estu­
vieran más íntimamente emparentadas con ellas que con las albúminas 
nativas [G. Franconi, S. B. Hooker y W. C. Boyd (1933 a)]. Por 
el contrario, resulta relativamente fácil debilitar la especificidad de 
especie por diversos medios (aplicación de calor, tratamiento con áci­
dos), en ocasiones tan profundamente, que si se inmuniza un conejo 
con una seroproteína alterada, suministra una precipitina que reaccio­
na con las más diversas seroproteínas alteradas por el mismo proce­
dimiento, cualquiera que sea la especie de mamífero de que procedan 
las seroproteínas. Un ejemplo de “especificidad de mamífero” (véase 
página 109) artificia’- de este tipo se reproduce en la siguiente tabla 
de J. Futiter:
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no pudieron apreciar ninguna modificación esencial de la especificidad, y 
A. Rothen y K. Landsteiner (1942), en experimentos con ovalbúmina des­
naturalizada por el calor procedente de gallinas y de gallinas de Guinea, pu­
dieron diferenciar estas proteínas tan íntimamente emparentadas mediante los 
antisueros de los coctoantígenos, especialmente cuando aplicaban el método de 
absorción. En cambio, los mismos Rothen y Landsteinter, al examinar el 
efecto del calor sobre la albúmina y globulina del suero de caballo, no encon­
traron sino una pequeña diferencia entre las reacciones subsiguientes de estas 
seropróteínas calentadas, cuando son tan distintas, en cambio, en estado nativo. 
A su publicación no deducen ninguna ocnclusión acerca de la causa de lo con­
tradictorio de los resultados. El análisis electroforético del suero de caballo 
demuestra que basta calentar a 65-70° para alterar considerablemente el estado 
nativo (véase pág. 35); pero no puede juzgarse el grado en que tales altera­
ciones influye sobre la especificidad del antígeno.

Horror autotoxicus. Anticuerpos contra antígenos de la
MISMA ESPECIE

Con la expresión horror autotoxicus, P. Ehrlich quiso caracteri­
zar las consecuencias que debe experimentar el organismo cuando 
produce anticuerpos contra sus propias proteínas o contra proteínas 
específicas de su especie. La experiencia enseña que las proteínas 
de la propia especie nomalmente no pueden desencadenar ninguna 
producción de anticuerpo.

Cuando al efectuar un experimento de este tipo se obtenga resul­
tado positivo debe considerarse, en primer lugar, que las proteínas, 
al separarse de los líquidos y tejidos del cuerpo, han podido experi­
mentar transformaciones que impliquen la pérdida de su especifici­
dad de especie. Es sabido que el suero de conejo, cuando se trata con 
yodo, ácido nitroso o formaldehido, o se calienta a 120o (Uwazumi), 
adquiere la capacidad de provocar en el conejo la formación de pre- 
cipitinas para el suero de conejo alterado del mismo modo. Proba­
blemente basta almacenar un suero durante algún tiempo, con o sin 
adición de sustancias conservadoras, para que se transforme de modo 
que pueda actuar como antígeno frente a la propia especie, lo que 
explicaría el choque o la enfermedad del suero que experimentan 
el hombre y los animales después de recibir repetidas inyecciones de 
suero de la misma especie [consúltese R. Doerr (1929 b, pág. 803, 
y’ 1922, pág. 138)], caso de que no jueguen un papel las diferencias 
individúales de los sueros (véase la nota al pie de la página 107). 
Especialmente hay que tener en cuenta posibles transformaciones 
espontáneas de la especificidad al manejar sustancias sólidas, tejidos
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= i1 desecados por ejemplo, que luego hayan de disolverse ipor la adición 
de ácidos, álcalis, antiformina, etc.

Por consiguiente, hay que mirar siempre con reserva las comu­
nicaciones que conciernen a la formación de anticuerpos por la in­
munización con proteínas de la misma especie. Se admite que la 
demostración de un resultado positivo va ligada a la condición de 
que el antígeno proteico correspondiente no es específico de especie 
o sólo lo es en pequeño grado, es decir, que se encuentra en forma 
idéntica o muy semejante (desde el punto de vista serológico) en 
numerosas especies muy distantes entre sí en el sistema natural. Esta 
condición no es, sin embargo, suficiente en todos los casos, como 
enseña el muy conocido de la proteína del cristalino, descrito por 
primera vez por Th. UhlEnhuth (1903). La precipitina obtenida 
por 1a inmunización de un conejo con disolución de cristalino de vacuno 
reacciona con disoluciones obtenidas de cristalinos de vaca, hombre, 
caballo, cordero, cerdo, corzo, cobayo, ratón, rata, erizo e incluso de 
conejo, y da también reacciones con los cristalinos de aves y de ani­
males-de sangre fría; sin embargo, ofrece una dificultad inesperada 
ía producción de anticuerpos por la inmunización de conejos con cris­
talino de conejos, o generalizando, la inmunización con crislalino. de 
la propia especie; la carencia de especificidad de especie, que alcanza 
un máximo en la sustancia del cristalino, no implica, por consiguiente, 
que un tal antígeno. extraño al cuerpo, pueda ejercer su ictus irnntu- 
tiisalorius. Un segundo caso muy semejante, aunque no completamen­
te idéntico, es el descrito por E. Witebsky y J. Steinfeld : inmu­
nizando conejos con emulsión de cerebro de otras especies se obtienen 
antisueros que reaccionan con la mayor parte de las suspensiones de 
cerebro de las especies animales más dispares, incluso con el cerebro 
de conejo; no obstante, no se consigue la '.formación de anticuerpos 
cuando los conejos se tratan con suspensión de cerebro de conejo.

E. Witebsky y E. Steinfjíld (1927, ''1928) observaron que los 
antisueros del cristalino dan la reacción de fijación del complemento 
con los estractos alcohólicos del cristalino de diferentes especies ani­
males, y dedujeron de ello que los extractos acuosos de cristalino 
contienen, además de proteínas específicas, un lipoide común combi­
nado con dichas proteínas, que es la sustancia dominante en el pro­
ceso de la inmunización, y debido a ella no se manifiestan las dife­
rencias específicas de las proteínas de cristalino en la producción de 
los anticuerpos. Esto explicaría la dificultad o imposibilidad de obte­
ner anticuerpos por el tratamiento con cristalinos de la misma especie: 
el cristalino propio contiene el lipoide común; pero éste, por si solo,
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(1) G. Kapsenberg observa el hecho importante, hasta ahora poco aclarado, 
de que los cobayos sensibilizados con cristalino de la misma especie reaccionan 
sólo frente a la reinyección de sustancias de cristalino de la misma especie, 
pero no de espacies distintas (hombre, cerdo o conejo); por el contrario, si los 
animales se preparan con cristalinos de otras especies (hombre, cerdo, conejo), 
puede desencadenarse el choque anafiláctico con oristalino de la misma especie 
(cobayo). No se ha investigado la causa de este fenómeno; pero en todo caso 
habla contra la opinión de que el cristalino de todos los mamíferos contenga 
un antígeno idéntico desprovisto de toda especificidad de especie.

no puede actuar como un antígeno completo, necesitando para adquirir 
esta propiedad estar combinado con proteínas extrañas que faltan én 
el cristalino de la misma especie. El mismo mecanismo, según 
Witebsky y Steinfeld [consúltese también E. Witebsky, 1929)], 
debe ser la causa de los fallos de inespecificidad dé los antisueros de 
cerebro. La idea de que el efecto de las estructuras proteicas con 
especificidad de especie está reprimido por los componentes activos 
que se combinan con ellas para constituir un antígeno concuerda en 
todo caso con el principio de la concurrencia de determinantes dentro 
de la misma molécula de antígeno, lo que explicaría por qué en ciertos 
experimentos sólo se pueden poner de manifiesto las especificidades 
particulares de las proteínas de una especie anima!, mientras que su 
especificidad común de especie permanece oculta (véase pág. 104).

En la literatura que concierne a estos estudios sólo se encuentran 
escasos datos acerca de 1a formación de anticuerpos frente a sustancias 
(proteínas) existentes en el organismo del mismo animal, es decir, 
frente a sustancias propias, y la mayor parte de lo publicado no puede 
aceptarse sin una previa comprobación.

F. F. Krusius (1910 a), por ejemplo, ha señalado que pueden 
sensibilizarse cobayos por inyección infraocular o discisión de su pro­
pio cristalino y desencadenar por la misma operación un choque ana­
filáctico; otros autores pretenden también haber sensibilizado cobayos 
por cristalino de la misma especie e incluso del mismo individuo 
|P. Uhlenhuth y Hándel, Anderejew, G. Kapsenberg]. Estos 
trabajos no han quedado sin réplica, señalándose que, en los casos 
en que se han obtenido resultados positivos, Jos cobayos se sensibi­
lizan con mucha dificultad con cristalino de cobayo y la dosis des­
encadenante intravenosa letal es extraordinariamente alta (G. Kapsen­
berg) ; es decir, que los datos relativos al efecto antigénico que ejerce 
la propia sustancia del cristalino resultan cuantitativamente confu­
sos (1). Krusius (1910 b) señala también que el cobayo puede sensi­
bilizarse por anafilaxia activa con queratina de cobayo; pero en sus
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pruebas los tejidos córneos se disolvieron en antiformina (véase pá­
gina 115). Según L. Hektoén y Schulhoff, por la inmunización 
de cobayos con tireoglobulina, proteína del tiroides que contiene yodo, 
se obtienen antisueros que reaccionan con las tireoglobulinas de di­
versos mamíferos, resultado que también se consigue por la inmuni­
zación con la tireoglobulina de conejo; pero esta falta completa de 
especificidad de especie sólo es aparente, ya que si se inmuniza con 
pocas inyecciones se obtienen antisueros que manifiestan una clara 
especificidad de especie; el predominio sobre las tireoglobulinas de 
especies animales poco emparentadas sólo se consigue después de una 
inmunización prolongada (véase pág. 103) o 'calentando a ebullición 
la tireoglobulina (véase pág. 114). Con ello no se esclarece de ningún 
modo el problema, como subraya E. Witebsky (1929), fundándose 
en sus propias investigaciones. También existe una afirmación de 
G. Bruynoghe según la cual las gallinas y gallos responden a la in­
yección de ovalbúmina de huevos de gallina, formando “ísoprecipi- 
tinas” para dicha sustancia. La precipitación, sin embargo, sólo apa­
rece cuando se mezclan grandes cantidades de antisuero (0,4 mi.) con 
disoluciones muy concentradas de ovalbúmina, y después de mantener 
la mezcla durante dos horas en el termostato y doce horas en nevera, 
e incluso en estas condiciones forzadas, la reacción transcurre de 
modo tan manifiestamente débil, que no conduce a la formación de 
un precipitado, sino tan sólo al enturbamiento de la mezcla. En tales 
condiciones es muy fácil que se produzcan resultados sólo positivos 
en apariencia; H. Senges no pudo conseguir la producción de anti­
cuerpos por 'la inmunización de patos con clara de huevo de pato, 
aunque para descubrirlos, además de la reacción de precipitación, 
utilizó la reacción, más sensible, de fijación del complemento. Unica­
mente parece: libre de objeciones la obtención de precipitinas para* 
la caseína por. inmunización de cabras con caseína de cabra (J. H. 
Lewis); la producción espontánea que puede conseguir un título 
elevado de isoprecipitinas para extractos de testículo de la misma 
especie que se observa en el suero de machos de diferéntés especies 
Agallo, paloma, ganso, cobayo, conejo, hombre) cuando está iniciada 
la espermatogénesis (C. Ricardo y W. Rotter (1937, 1938); y, por 
último, la difícil aunque posible producción de anticuerpos inmuni- 
zadores frente a la sustancia del cristalino propio (véase antes).

En determinados órganos se encuentran antígenos que poseen es­
casa especificidad de especie (cristalino, tiroides, cerebro), a los que 
se designa como específicos, de. los órganos, expresión que puede 
conducir a la opinión de que en cada órgano existe un único antígeno
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que Jo caracteriza y cuyas funciones inmunológicas son independien­
tes en alto grado de la especie animal, estando determinadas por el 
metabolismo y las funciones fisiológicas del órgano. Esta opinión 
.resultaría, como éntre otros ha subrayado R. Doerr (.1929, b, pági­
na 803), falsa en todos los respectos. Tampoco resulta satisfactoria 
la expresión de antígeno “extraño a 'la circulación”, propuesta por 
L. Hirszfeld, porque el fibrinógeno presenta propiedades análogas 
a la caseína o a las proteínas del cristalino (L. Hektoén- y W. H. 
Welker). Para juzgar objetivamente las expresiones debe tenerse 
en cuenta que no existe en absoluto una delimitación estricta entre 
los antigenos que poseen y los que carecen de especificidad de es­
pecie. No es cierto que sea común a todos los animales él antígeno 
del cristalino (para comenzar discutiendo el caso del antígeno menos 
específico que se conoce desde tiempos de Uhlenhuth). Ya este 
autor observó que el' cristalino de los peces es un antígeno que difiere 
fuertemente del antígeno del cristalino de los mamíferos; G. KapsEn- 
eerg encontró más tarde diferencias pequeñas, pero manifiestas, en 
la especificidad de especie de los cristalinos de mamíferos y descubrió 
que en el cristalino de los cobayos, caballos, gallinas no existe un 
tínico “antígeno del cristalino”, sino también el antígeno de Forss- 
man (R. Pick), que incluso parece dominar sobre el antígeno del 
cristalino, por lo qué a! inmunizar conejos con cristalino de cobayo 
no se producen antisueros frente al antígeno del cristalino, sino sólo 
hemolisinas para el carnero, heterogenéticas [citado por E. WitEbsky 
(1929, pági 499)]. H. E. Stockinger y M. HeidelbErger pudieron 
distinguir entre sí en ensayos cuantitativos de precipitinas las tireo- 
globulinas de hombre, de vaca, de cerdo y de oveja. Sabido es que las 
proteínas del suero sanguíneo poseen acusada especificidad de espe­
cie y que el descubrimiento de sus diferencias específicas de especié 
no sólo posee extraordinaria importancia práctica, sino que dió el 
impulso más poderoso y trascendente al estudio de la especificidad 
serológica. Pues bien, no obstante, actualmente se sabe que si se ad­
ministran a un conejo repetidas inyecciones de un determinado suero 
normal, terminan originándose precipitinas que reaccionan no sólo 
con el suero utilizado como antígeno, sino también con el suero de 
mamíferos de especies muy alejadas. Lo que aproxima estos antígenos 
a la “especificidad de mamífero” de las proteínas del cristalino (véa­
se pág. 107).

La especificidad de especie manifiesta, por consiguiente, una se­
rie de gradaciones para las que en general resulta válida la regla de 
que la especificidad es más acusada en las proteínas de los líquidos
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orgánicos que en las de los tejidos: sin embargo se conocen desvia­
ciones de esta regla en ambos sentidos, y, además, cuando falta la 
especificidad de especie hay que precisar si la proteína misma es la 
responsable de esta carencia o si se debe a una sustancia copulada a. 
ella de naturaleza no proteica (consúltese la pág. 116). La producción 
de anticuerpos utilizando como antígeno una proteína existente en 
el cuerpo del animal inmunizado que no haya sido sometida a una 
tiansformación previa debe considerarse, en todo caso, como fenómeno 
excepcional, que sólo debe admitirse cuando esté fundado en un nú­
mero suficiente de hechos bien observados; parece probable 1a opinión 
de que este hecho es frecuente, pero que los anticuerpos no pueden 
manifestarse porque están saturados por los antígenos existentes en 
el organismo [véase K. Landsteiner (1945, pág. 61)] ; esta hipótesis 
exige la explicación previa de la causa para que reacciones de este 
tipo no actúen de modo patológico, problema cuya consideración 
especulativa ha conducido con frecuencia a notables desviaciones. Así, 
P. Róncer ha atribuido la formación de las cataratas en el hombre 
al efecto de autoanticuerpos; no obstante, tales anticuerpos no han 
podido demostrarse en el suero de individuos afectados de cataratas, 
y en los conejos inmunizados durante mucho tiempo con cristalino 
no se ha observado nunca ningún indicio de alteraciones del crista­
lino [R. Pick, E. Witebsky y J. Steinfeld (1927, 1928), E. 
Witebsky (1929)]. Había que explicar cómo puede salir del cris­
talino una cantidad^de sus proteínas suficiente para actuar de antí­
geno, cómo alcanzan las células productoras de anticuerpo y, por 
último, cómo actúa sobre el cristalino el autoanticuerpo, tanto si es 
una seroglobulina como una sustancia combinada con una seroglobu- 
h’na. En los cristalinos normales no puede demostrarse la presencia 
de ninguna séroproteína específica de especie ni tampoco, salvo ex­
cepciones, en el cristalino con catarata desarrollada [las excepciones, 
según L. HektoéEn (1922), suponen el 16 por too de los casos in­
vestigados].
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(i) Véase también B. White y O. Z. Avery >(1913) y G. C. Lake, Th. Os- 
horne y H. G. Wells (1914).

En sus investigaciones sobre la especificidad inmunológica de 
proteínas vegetales, H. G. Wells y Th. Osborne (1913, 1915, 
1916) (1) encuentran que proteínas químicamente semejantes, pero 
que proceden de semillas de especies diferentes, pueden sustituirse 
entre sí en pruebas de anafilaxia cruzada, mientras que las proteínas 
que difieren químicamente no poseen esta propiedad aunque procedan 
de semillas de Ja misma especie; de lo anterior deducen que la es­
pecificidad de las reacciones anafilácticas debe depender de la estruc­
tura química de 1a molécula de la proteína que se utiliza como anti­
geno (anafilactógeno). Por ejemplo, dichos autores, de los guisantes, 
lentejas y arvejas obtuvieron leguminas bastante puras, que no po­
dían diferenciarse entre sí químicamente y que tampoco se distinguían 
en los experimentos anafilácticos; las globulinas procedentes de las 
semillas de calabazas y melones también parecen idénticas entre sí 
con arreglo a los criterios químico, cristalográfico e inmunológico 
(Jones y Gersdorff). Por otra parte, con frecuencia ha podido ob­
servarse que en una misma semilla se encuentran proteínas que 
difieren entre sí química e inmunológicamente; por ejemplo, los 
albuminoides hidrosolubles que se designan con el nombre de “pro­
teosas” difieren, en genera], por completo de las otras proteínas que 
se aíslan de la misma semilla.

La gliadina y la glutenina, dos proteínas químicamente diferen­
tes aisladas del grano de trigo, dan en las pruebas anafilácticas reac­
ciones de parentesco. Como hay que ex oluir por completo que la 
gliadina se extraiga impurificada con glutenina, ni la glutenina im­
purificada con gliadina, es decir, que -los dos antígenos proteicos se 
hubieran separado de modo imperfecto al obtenerlos, Wells y Os­
borne supusieron que la causa pudiera consistir en que ambas pro­
teínas, a pesar de su diferencia, poseyeran un grupo reaccionante 
común. En la tabla que sigue se expone el plan del experimento por 
el que los autores citados intentaron demostrar este mecanismo de 
las reacciones de parentesco; con las iniciales G C se designa la 
gliadina de trigo, y con H C la hordeína de la cebada, dos proteínas

V. Los FUNDAMENTOS DE LA ESPECIFICIDAD INMUNOLÓGICA DE LAS 

PROTEÍNAS NATURALES
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TABLA 6.a

Resultado.

1 H

í i

1

HC
GC 
HC 
GC

GC 
HC 
HC 
GC

Investigación 
Snafiláctica.

+ «+ 4
 6 

_ 8

Antígeno 
de la 

reinyección.

Resultado 
de 

la prueba.

Anti¿eno 
de la 

sensibilización.

HC
GC 
GC 
HC

!

■que no son idénticas, sino sólo semejantes o emparentadas. G y H 
designan los grupos de reacción diferente, y C los idénticos. En la 
primera columna se expresa la proteína utilizada como sensibilizador, 
y en la segunda, el antígeno empleado en la inyección desencadenante; 
en la tercera, el resultado de esta inyección; en la cuarta, la proteína 
que se ha utilizado para investigar la anafilaxia, y en la quinta, el re­
sultado de esta experiencia.

i' di

3I

h

i j

+1+3++5+ + 7

En las dos últimas filas no resulta positiva la prueba de la anafi­
laxia, es decir, que el animal no reacciona a la inyección con el antí­
geno heterólogo, porque la inyección desencadenante con el antígeno 
homólogo ha agotado los dos componentes del anticuerpo.

Los resultados de este experimento y dé otros semejantes hicieron 
admitir a Wells y Osborne que en las reacciones debe participar 
la molécula proteica intacta, que sólo asi es capaz de reaccionar; pero 
que el carácter específico de la reacción no está determinado por toda 
la molécula proteica, sino sólo por ciertos grupos o radicales de ella, 
y que una molécula puede contener dos o más grupos determinantes 
de la especificidad. Estos grupos se designaron por R. Doerr (1929 b, 
página 790) como determinantes inmuno químicos. Según el punto de 
vista de Wells (1929), no ofrece ninguna dificultad interpretar, desde 
el punto dé vista inmunoquímico, el ilimitado número de las especi­
ficidades de proteínas naturales. Suponiendo que los elementos es­
tructurales de que se componen las moléculas proteicas son 20 amino­
ácidos diferentes, E. Abderhalden calcula que pueden obtenerse 
2432.902.008.176.640.000 combinaciones distintas, número que aún 
resulta mucho mayor si se tienen en cuenta las diferentes propor­
ciones en que pueden entrar los distintos aminoácidos. Las diferencias

¡: íll
I

1. Reacción de C con su anticuerpo.
2. Reacción del anticuerpo para H, no saturado por su antígeno.
3 y 4. Deben interpretarse análogamente a 1 y '2.
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de especificidad natural de las proteínas Ja atribuye Wells, como 
puede deducirse de lo dicho, a la diferente ordenación de los amino­
ácidos dentro la cadena molecular, a 1a ausencia o presencia de deter­
minados aminoácidos y, eventualmente, a las distintas relaciones 
cuantitativas de unos aminoácidos con otros.

Efectivamente, entre las proteínas que poseen distinta especifici­
dad inmunológica, pueden apreciarse tales diferencias químicas. 
E. Abderhalden estableció en 1903 que la albúmina del suero de 
caballo no contiene glicina, mientras que 1a globulina del mismo suero 
contiene un 3,5 por 100 del aminoácido, y P. Hartley ha observado 
que las seroalbúminas difieren en general de las seroglobulinas por 
el distinto contenido de cistina y diaminoácidos. Un avance impor­
tante en este sentido suponen las investigaciones de F. R. Obermayer 
y Willheim, quienes aprecian la proporción en que se encuentran 
el N total y él N anímico (que valoran mediante formol) en las dis­
tintas fracciones del suero, proporción que designan como “índice de 
amino”. Observan diferencias entre las seroproteínas de caballo y de 
vaca por una parte, y las de gallina y de ganso por otra; por ejemplo, 
la fracción proteica precipitada del suero de las aves, saturándolo al 
25-30 por too con sulfato amónico, ofrece un índice de amino del 
28,5-32,5, mientras que la fracción obtenida de modo análogo a partir 
de suero de mamíferos manifiesta un índice de 19; por consiguiente, 
la acusada diferencia serológica entre los sueros de mamíferos y los 
de aves (véase pág. 109) se corresponde con una diferencia química 
considerable.

E1 camino abierto por Obermayer y Willheim se continuó luego 
con la esperanza de encontrar, mediante una determinación exacta 
de los aminoácidos existentes en las proteínas de las diferentes es­
pecies, el ¡fundamento químico de la especificidad de especie, incluso 
para especies no tan alejadas entre sí como los mamíferos y las aves. 
También se ha prestado atención a proteínas cuya especificidad de 
especie se acusa poco, estando en parte desplazada por la denominada 
especificidad de órgano (queratinas y proteínas del cristalino, por 
ejemplo). Al enjuiciar los resultados, por lo menos los de una serie 
de autores, hay que tener muy en cuenta que las proteínas deben obte­
nerse en estado de máxima pureza y sin que al aislarlas se desnatu- 
ralicerv Hay que señalar algunos resultados notables, entre los que 
se expondrán con alguna extensión los de las investigaciones sobre 
las proteínas del cristalino [E. E. Ecker y L. Pillemer] y sobre la 
queratina de la lana, plumas y cabello (PillEmer, Ecker y colabo­
radores, R. Block (1935» T93S, 1939)]-' . 'X ‘
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Ecker y Pillemer determinaron la cisteína contenida en 
rentes cristalinos y obtuvieron los siguientes resultados: para el cris­
talino de oveja, el 5,20 por 100; para él de cerdo, el 5 por 100; para 
el de gallina, él 4,30 por rop, y para el del pez, el 8,50 por 100. Las 
reacciones serológicas cruzadas dieron el siguiente resultado:

Se ve que, por su contenido en cistina, los dos cristalinos de ma­
mífero difieren entre sí muy poco, pero apreciablemente del crista­
lino de ave y en grado muy considerable del de pez, y que a estas 
diferencias corresponden las de especificidad serológica, como ya 
habían observado Ecker y Pillemer [de acuerdo con los resultados 
de P. Uhlenhuth (1903), L. Hektoén (1922), L. Markin y P- 
Kyes (1939) y otros].

Según L. Pillemer, E. E. Ecker, J. R. Wells, las queratinas 
obtenidas de la lana de oveja, de las plumas de ave y de los cabellos 
humanos parecen casi idénticas en muchos respectos (N total, N anií- 
nico, contenido en azufre y en cisteína, y punto isoeléctrico). Ade­
más, R. Block (1935, 1938, 1939) descubrió que los tres aminoácidos 
básicos, histidina, lisina y arginina, se encuentran en la proporción 
constante de I : 4 : 12 tanto en estas sustancias como en las uñas de 
los dedos, en los cuernos de vaca y de rinoceronte, en las púas de 
erizo hormiguero y de puercoespín, y en la piel de serpiente; en 
cambio, el contenido de otros aminoácidos investigados difieren de 
unas sustancias a otras. En las pruebas de precipitinas cruzadas, Ptl- 
lemer y colaboradores comprobaron, en oposición a datos más anti­
guos de Fr. Krusius, y coincidiendo con investigaciones recientes 
de D. R. Goddar y L. Michaelts, que pueden diferenciarse fácil­
mente la queratina de los cabellos humanos, de las plumas de ave y 
de la lana de oveja, si bien pueden apreciarse también entre ellas, 
aunque con menor fuerza, reacciones de parentesco. Pillemer, Ec-
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(1) Según R. Block y colaboradores, en las tres hemoglobinas de caballo, 
oveja y perro, los contenidos de hierro, arginina, histidina y lisina son pro­
porcionales a los números 1, 3, 8 y 9. •

ker y J. R. Wells interpretan sus resultados suponiendo que las 
queratinas tienen ciertas propiedades químicas comunes, en las que 
radica el carácter fundamental de queratina y que constituyen el núcleo 
de 1a molécula de queratina, y que sobre este núcleo se ordenan deter­
minados grupos que condicionan la especificidad de especie.

En lo que respecta a la constitución química, a saber: a la pro­
porción en que se encuentran los aminoácidos, tanto en las cristalinas 
de los cristalinos como en las queratinas, se aprecian sorprendentes 
analogías, y, por otra parte, junto a ellas determinadas diferencias; 
parece acertado relacionar esta combinación dé analogías y diferen­
cias con el comportamiento serológico, porque en ambos casos puede 
demostrarse una especificidad básica de cristalino (o de queratina) en 
cuyo marco se encuadran los caracteres específicos de especie. Aná­
logo paralelismo entre espectro de aminoácidos y especificidad anta­
gónica observaron, por lo demás, L. Bergmann y C. NiEmann en 
las hemoglobinas de caballo, oveja, vaca y perro, sustancias que con­
tienen igual proporción de hierro, histidina, lisina y arginina ((), 
pero que difieren éntre sí considerablemente por su contenido en cis­
terna y en S no cisteínico; estos autores observan que las hemoglo­
binas poseen, a diferencia de las restantes proteínas de la sangre, 
especificidad de órgano (especificidad de hemoglobina:); pero, además, 
una acusada especificidad de especie [M. Heidelberger y K. Lanp- 
steiner, F. OttEnsooser y E. Strauss]. Unicamente en las hemo- 
globinas de éspécies muy emparentadas (por ejemplo: de caballo y 
asno), casi no se aprecian las diferencias específicas de especié y en 
tales casos desaparecen también las diferencias entre los contenidos 
de cisteína y de S total; lo mismo observaron L. Birkofer y A. 
Taurins entre las hemoglobinas de hombre y dé mono, y entre las de 
perro, zorra y chacal. Aun debe mencionarse que, según R. Block 
(1937), también son muy aproximadas las proporciones relativas en 
que las proteínas del cerebro de diferentes mamíferos contienen los 
distintos aminoácidos (consútese la pág. 116).

Esta revisión, incompleta, como se ha señalado, permite esperar 
que, si se analiza con exactitud el contenido dé aminoácidos en el 
mayor número posible de proteínas naturales de diferentes especies, 
pueden aclararse algunos puntos que tal vez permitan generalizacio­
nes más importantes. (Consúltese, no obstante, la pág. 133.) Pero,
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naturalmente, el espectro de aminoácidos no puede ofrecer más que 
una impresión indirecta, ser un indice del fundamento químico de la 
especificidad de las proteínas naturales. Por ejemplo: por la simple 
observación de que la hemoglobina del caballo no contiene sino un 
2 por i«oo de cisteína, mientras que la de perro contiene un 6 por IGO 
(Berckmann y Niemann), no puede afirmarse que las diferencias 
serológicas de ambas hemoglobinas dependan de su contenido de cis­
teína; seguramente habría que deducir de ello que las dos hemoglobi­
nas poseen estructura diferente, que se refleja, entre otras cosas, en 
la concentración de la cisteína en sus moléculas. Y tampoco sabe­
mos si estas estructuras son los. determinantes inmuno químicos genui- 
nos. En este respecto resulta muy oportuna la siguiente frase, no 
siempre citada correctamente, de J. R. Marrak (1938, pág. 87): 
“There is no evidente that such proteins (s\cil. natural proteins.) 
contain characteristic determinant groups such as those introduced in 
the artificial antigens.” El motivo se comprende fácilmente; en los 
antígenos artificiales, por ejemplo, en las azoproteinas, conocemos con 
exactitud la estructura química de los determinantes que condicionan 
la especificidad; por el contrario, en Jas proteínas naturales, dado el 
estado actual de las cosas, tenemos que operar siempre con una in­
cógnita, con la estructura de la gran molécula proteica, y, además, 
como se ha señalado, hay que contar también con las alteraciones 
que haya podido sufrir su configuración y, finalmente, con las fuer­
zas intra e intermoleculares, que a su vez dependen tanto de la estruc­
tura como de la forma de la molécula.

Al tratar de la estructura suponemos siempre que la protcina está 
formada por una cadena de polipcptidos. Ahora bien: como, teniendo 
en cuenta las reacciones de parentesco, no podemos aceptar que el 
soporte de la especificidad sea la molécula proteica completa, parece 
posible que pueda determinarse el carácter específico de ésta en tro­
zos de la cadena. Landsteiner y van der Scheer (1932 a) adujeron 
una prueba de esta posibilidad copulando, con ayuda del ácido 
p-aminobenzoico, una proteína antigénica con dipéptidos de constitu­
ción conocida (glicil — glicina; glicil — d.l-leucina; d,l'-leucil —*• 
—■ glicina, y d.l-leucil — d,l-1eucina); pudieron comprobar que las 
cuatro peptid-azoproteinas obtenidas de este modo difieren serólógi- 
camente y que su especificidad depende, en primer lugar, del amino­
ácido terminal que contiene el' carboxilo libre y, en menor propor= 
ción, del segundo aminoácido. Se ha señalado también que las pro­
teosas hidrosolubles fácilmente dífusibles obtenidas por digestión pép­
tica de suero de caballo o de oveja suministran, sin copulación
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diazoica, sueros inmunes que dan una débil reacción de precipitinas 
con los antígenos inmunizantes, así como con otras proteosas de la 
misma procedencia e incluso con los sueros de partida, pero que no 
reaccionan con proteosas obtenidas del mismo modo a partir de sue­
ros heterólogos [K. Landsteiner y J. van der Scheer (1931 a), 
Landsteiner y M. W. Chase]. Finalmente, Landsteiner (1942), 
considerando los resultados obtenidos con estas proteosas, se pregunta 
cuál es la menor porción de una molécula proteica que conserva la 
capacidad de fijarse específicamente a un anticuerpo, y cuál es la 
estructura química de este grupo determinante mínimo. Con este fin 
preparó un antisuero que daba un precipitado específico, con una dise­
lución de la fibroma de la seda. Obtuvo después un producto de! 
desdoblamiento de la fibroma por hidrólisis ácida que tenía un peso 
molecular de sólo 600-1000, estando constituido por cadenas de 8-12 
aminoácidos; estos productos de desdoblamiento inhiben la reacción 
de precipitación entre la fibroína de la seda y su antisuero, lo que 
parece indicar que la fibroína de da seda contiene determinantes cuyo 
tamaño no excede al de estos péptidos aislados por hidrólisis. Estos 
experimentos son, indudablemente, más importantes que los efectua­
dos por Landsteiner y van der Scheer (1932 a) con dipéptidos 
copulados a azoproteínas. En tales combinaciones podría estar deter­
minada la especificidad, como veremos (pág. 168), incluso por amino­
ácidos aislados, mientras que los antisueros obtenidos por inmuniza­
ción con proteínas o péptidos de bajo peso molecular (proteosas), 
jamás poseen una especificidad condicionada por un aminoácido 
aislado.

Ahora bien: si se supone que los determinantes de la especificidad 
proteica natural son grupos de aminoácidos, un cálculo sencillo enseña 
que el número de combinaciones posibles, limitado por el número de 
grupos de aminoácidos, resultaba muy inferior a la ilimitada diversi­
dad de 1a especificidad de los antígenos proteicos naturales. Aparte de 
esto, debe tenerse en cuenta que en los experimentos citados de 
Landsteiner y colaboradores se escinden porciones de 1a molécula 
proteica y se examina su comportamiento serológico. Resulta aven­
turado extender las conclusiones con tales porciones aisladas al efecto 
determinante en la molécula natural' intacta. Es de suponer que muy 
probablemente la especificidad de la molécula natura! no esté determi­
nada por “determinantes mínimos” de los obtenidos por Landsteiner 
hidrolizando la fibroína de la seda, sino por estructuras más comple­
jas y quizás por la acción sinérgica de varios determinantes interde­
pendientes. No puede calcularse actualmente el tamaño máximo de
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tales determinantes [Landsteiner (1945, pág. 58)]. Un límite supe­
rior parece ofrecemos el conocimiento de que las proteínas están 
constituidas por unidades inferiores cuyo peso molecular alcanza a 
17.600, unidades que se agregan formando moléculas constituidas, 1j 
más frecuentemente, por 2, 4, 8, 16, 24, 48, 192 y 576 de tales uni­
dades (The Svedberg). Estos agregados pueden disociarse por diver­
sos métodos, algunos muy delicados (modificación del />H de la 
disolución, modificación de la concentración salina, simple dilución, 
tratamiento con vibraciones ultrasónicas, electro foresis, sometimiento 
al campo de la ultracentrífuga); también es posible reasociarlos, como 
han conseguido con diversas proteínas The Svedberg (1937, 1939), 
S. P. L. SórensEn, D. A. Macinnes y L. G. Longworth, J. D. 
Bernal, Erikson-Quensel y The Svedberg, S. Brohult y S. 
Claesson incluso con proteínas de virus (consúltese R. DoErr, 1944, 
páginas 32 y sig.). Tales disociaciones y reagregaciones no destruyen 
ni modifican la especificidad de la función antigénica y, por tanto, los 
determinantes inmunoquímicos deben estar contenidos en las unida­
des subordinadas. Por consiguiente, los determinantes no pueden ser 
mayores que ellas y se repiten en los agregados tantas veces corro 
unidades se asocien para constituirlos en forma idéntica.

Naturalmente que no resulta satisfactorio un límite superior tan 
alto. De ello podría deducirse que, contra la vieja concepción de 
Wells, la especificidad de las proteínas naturales depende de la es­
tructura total de la molécula proteica. Esta renuncia a la hipótesis de 
los determinantes en el interior de la molécula entra inmediatamente 
en colisión con la concepción de que en la molécula proteica se repiten 
periódicamente determinados grupos de aminoácidos [W. P. Astbury, 
M. Bergmann y C. Niemann, J. D. Bernal y J. Fankuchen, A. C. 
Chibnall], concepción que se ífunda en l'a teoría de que las proteí­
nas están constituidas por cadenas de aminoácidos unidos por enlaces 
peptídicos. A la vista del esquema de l'a pág. 74 parece evidente esta 
periodicidad; supuesta real resulta comprensible que la especifici­
dad dependa del carácter de los grupos de aminoácidos que se repiten 
más que de la totalidad de la cadena peptídica. En todo esto lo hipo­
tético excede con mucho a la base experimental; ante todo existen 
diversas opiniones con respecto al tipo (de periodicidad (A. C. 
Chibnall).

Otra razón habla en 'favor de la existencia de los determinantes, 
?a configuración esférica o elipsoidal de la molécula, d.e muchas pro­
teínas. En ¡as reacciones in vitro de -las proteínas con sus anticuerpos, 
decisivas para juzgar 1as relaciones de especificidad, no se pone en
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contacto con el anticuerpo más que la superficie de la sustancia anti- 
génica; esto parece señalar que deben existir estructuras parciales 
de la molécula proteica, situadas en la superficie, que condicionen 
el desencadenamiento de la reacción, es decir, que actúen como de­
terminantes. Como ahora se imagina que la forma esférica o elipsoi­
dal de 1a molécula proteica se produce por un plegamiento de las 
largas cadenas peptídicas, plegamiento que se mantiene en su posición 
por débiles fuerzas intramoleculares (véase pág. 75), los grupos si­
tuados en la superficie en virtud de tal plegamiento son los que han 
de decidir el desencadenamiento de las reacciones específicas [Hsien 
Wu, A. E. Mirsky y L. Pauling]. Es cierto que pueden hacerse 
algunas objeciones; por ejemplo, que las proteínas extendidas en 
películas de un espesor de 8 Agm., en cuyo estado no conservan sus 
plegamientos, pueden reaccionar específicamente con los anticuerpos 
(véase pág. 86) y que hay proteínas (queratina, seda) cuya molécula no 
os esférica, sino filamentosa, lo que no impide que posean funciones 
antigénicas específicas, que tampoco faltan en productos de la hidró­
lisis de las proteínas que han perdido sin duda los plegamientos de 
la molécula proteica original. Pero a estas objeciones puede replicarse 
que el hecho de que una cadena peptídica extendida aparezca con 
especificidad determinada no impugna la afirmación de que 1as molé­
culas proteicas esféricas no pueden participar como un todo al reac­
cionar con el anticuerpo, sino sólo sus grupos situados, en la superfi­
cie—sus sonas reactivas superficiales—•, que es precisamente el 
punto debatido.. Otra cuestión a la que hasta ahora no ha podido res­
ponderse es cómo debe concebirse esta zona y, como consecuencia, 
los determinantes de las proteínas naturales en general. R. Marrack 
(1938) plantea 1a posibilidad de que aminoácidos aislados sean los que 
determinen la afinidad con los anticuerpos de la zona activa de la 
superficie molecular, o, como otra posible alternativa, que influyan 
en cada zona activa conjuntamente varios aminoácidos. Las investi­
gaciones, citadas en otro lugar, de Landsteiner y de van der Scheer 
(1932 a), que hablan de la dependencia entre la especificidad de un 
dipéptido y el aminoácido terminal, permiten suponer que tales gru­
pos polares se encuentren en la superficie de la molécula (véase pá­
gina 126). Por otra parte, por el análisis del precipitado obtenido en 
la precipitación inmune, se sabe que la ovalbúmina, cuyo peso mo­
lecular es 44.000, puede cargarse con el quíntuplo de su peso de anti­
cuerpos. lo que permite deducir que en la molécula deben existir al 
menos cinco zonas de fijación; también se sabe que en las moléculas 
proteicas muy grandes, por ejemplo, en la hemocianina del Helix

9
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pomaiia, cuyo peso molecular es 6.700.000, las zonas de fijación 
pueden exceder a 100: esto coincide, naturalmente, con la suposición 
de que la especificidad de las proteínas está determinada por una parte 
de lá molécula.

Hasta ahora no ha podido encontrarse una propiedad general de 
ios determinantes químicos de la especificidad proteica natural. En 
las investigaciones concernientes con este problema se confunde a 
veces la especificidad con la capacidad de provocar la producción de 
anticuerpo. Por ejemplo: en apoyo de la hipótesis de que la especi­
ficidad de las proteínas está dterminada por los anillos aromáticos, se 
ha aducido que la gelatina, que no posee aminoácidos aromáticos, es 
incapaz de producir anticuerpos. Sin embargo, la prueba se aduce 
de modo evidentemente erróneo, porque especificidad y producción 
de anticuerpos no son funciones, de ningún modo, idénticas. (Conviene 
recordar, al efecto, los ejemplos siguientes: las hemoglobinas de ma­
míferos forman anticuerpos con mucha más dificultad y en cantidad 
mucho menor que otras proteínas, y, sin embargo, poseen acusada 
especificidad de especie [M. Heidelberoer y K. Landsteiner, F. 
OttEnsooser y E. Strauss] ; la albúmina del suero sanguíneo, mu­
cho menos activa que las globulinas, posee, en cambio, una especifici­
dad particular y de especie tan acusada como ellas (véase pág.
y los haptcnos, sustancias incapaces de formar anticuerpos, manifies­
tan, no obstante, en sus reacciones in vitro, una especificidad que 
incluso sobrepasa los límites de la especie—polisacáridos de las bac­
terias—.) De que la gelatina carezca de aminoácidos aromáticos, todo 
lo más que puede deducirse es que esto sea la causa de la incapacidad 
de esta proteína para formar anticuerpos; pero en lo que concierne a 
la especificidad es imposible emitir conclusiones, ni positivas ni ne­
gativas, porque como no se conoce ninguna reacción serológica de 
esta proteína, no se puede establecer que exista o falte la especificidad.

La idea de que la especificidad de las proteínas está determinada 
por los aminoácidos aromáticos procede de Fr. Obermayjlr y E. P. 
Pick. Pero, en general, el pensamiento de estos autores se expone 
de forma equivocada o incompleta, que corregiremos y completare­
mos aquí en interés de la veracidad de la exposición. En la primera 
de sus comunicaciones clásicas, el pasaje que concierne a esta cues­
tión (en el original subrayado en negritas) es, textualmente, el si­
guiente: “Por ello nos parece probable que la agrupación específica 
de especie de la molécula proteica esté fundamentalmente influida, 
en primer lugar, por grupos que dependan de los núcleos aromáticos 
de la proteína. Se entiende, sin necesidad de mención especial, que los

9
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grupos aromáticos por sí solos no alcanzan, evidentemente, a explicar 
el enorme número de posibilidades de variación que la naturaleza 
ofrece; por consiguiente, concebimos la participación de los grupos 
aromáticos en la especificidad original suponiendo que el complejo 
aromático no constituye más que el punto central de cada agrupa- 
miento, característico de especie, de las cadenas laterales; por la 
introducción de sustituyentes se nivelan después estas diferencias ca­
racterísticas de la especie.” Sobre el sentido de la última frase volve­
remos al tratar de la especificidad química obtenida artificialmente.

Si consideramos en toda su amplitud esta exposición original de 
la hipótesis de Fr. Obermayer y E. P. Pick, resulta claro que tiene 
en cuenta muchas de las objeciones que después se adujeron contra 
ella. Así, por ejemplo, K. Landsteiner (1945), entre otros .autores, 
señala que los polisacáridos, que no contienen ningún grupo aromá­
tico, reaccionan con sus anticuerpos de modo tan específico como 1as 
proteínas. Ahora bien: Obermayer y Pick sólo se plantearon la 
cuestión de la especificidad de las proteínas, y como estas sustancias 
están constituidas por aminoácidos, parece probable que de un modo 
u otro estén implicados en la especificidad; la influencia especial de 
los anillos aromáticos no se debe sino a que pueden funcionar como 
centros de agrupaciones más amplias, cuya totalidad constituye el 
fundamento químico de 1a especificidad. Tampoco puede considerarse 
como una seria objeción el hecho de que la especificidad de las proteí­
nas pueda modificarse por agentes químicos que no implican sustitu­
ción en los anillos aromáticos, como, por ejemplo, por esterificación 
o por copulación con isocianatos (S. J. Hopkins y A. Wormall); la 
modificación de las agrupaciones periféricas puede actuar del mismo 
modo que una modificación de su centro. El hecho de que la especi­
ficidad serológica de unas sustancias que, como los polisacáridos, 
poseen una estructura completamente distinta de los albuminoides. 
dependa de estructuras químicas de otro tipo de las que influyen en 
las proteínas, resulta evidente y no impugna que en estas sustancias 
dependa de los aminoácidos o de los núcleos aromáticos.

Obermayer y Pick señalaron ya que no todos los aminoácidos 
aromáticos influyen en el misma grado sobre la especificidad de las 
proteínas. Investigaciones posteriores parecen corroborar esta opi­
nión y ampliarla en el sentido de que los mismos aminoácidos actúan 
sobre la especificidad de modo distinto en diversas proteínas. Así, 
E. A. Kabat y M. Heildelberger observaron que la especificidad 
de la ovalbúmina depende de agrupaciones en las que figura la tiro- 
sina y posiblemente la histidina, y que, en cambio, estos aminoácidos
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I (1) Esta conclusión probablemente no es correcta de modo incondicional. 

De la experimentación solo puede, en sentido estricto, deducirse que la copu­
lación modifica grupos de la ovalbúmina que son importantes para la especifi­
cidad originaria de esta proteína, y que este resultado no se produce en la 
copulación, de la seroalbúmina. Pero no es forzoso que la copulación haya 
modificado en ambas proteínas los mismos grupos (véase pág. 152).

(2) No se suele subrayar la realidad de que en muchos casos sse continúa 
sin poseer datos del contenido de aminoácidos en las proteínas que posean la

poseen escasa importancia para la especificidad de la albúmina del 
suero de caballo. Si ambas albúminas se copulan con los mismos 
derivados azoicos, se observa que la azoseroalbúmina reacciona con 
las precipitinas obtenidas con 1a seroalbúmina natural, mientras que 
la ovalbúmina con la azotación pierde la capacidad de reaccionar con 
la precipitina antiovalbúmina. Como en los productos de copulación 
de ambas proteínas, el número de grupos disazo corresponde, apro­
ximadamente, al número de grupos tirosina, hay que suponer que la 
copulación del hapteno y la proteína debe producirse en estos grupos 
o, posiblemente, en la histidina. Las modificaciones que la copulación 
•provoca en los lugares donde se efectúa, en el caso de la ovalbúmina 
modifican considerablemente su especificidad, mientras que en el de 
ja seroalbúmina casi no ejercen ningún efecto; debe, pues, admitirse 
que 1a especificidad originaria de la ovalbúmina está determinada por 
grupos distintos que los de la seroalbúmina (1).

R. Block pudo comprobar que las proteínas de determinados gru­
pos (hemoglobinas, queratinas, neuroproteínas) poseen un contenido 
molar constante de aminoácidos básicos (véase pág. 124), y que, en 
cambio, el contenido de aminoácidos aromáticos variaba de unas a 
otras. Dejándose llevar a especulaciones, este hecho parece confirmar 
la hipótesis de Obermayer y de Pick, según la cual la especificidad 
proteica depende de agrupaciones de la molécula en las que “el com­
plejo aromático representa el punto central”.

A pesar del enorme trabajo experimental efectuado, no estamos 
aún en condiciones de conocer la fórmula química de! determinante 
inmunoquímico (o, en caso de que se trate de varios determinantes, 
el complejo que constituyan) de ningún antígeno proteico. La pri­
mera causa, dicho sencillamente, es que tampoco conocemos la fór­
mula de los antígenos proteicos. Se sabe que la albúmina y la globu­
lina del suero de caballo o del suero humano difieren entre sí química 
y serológicamente; pero no podremos precisar en qué radican ambas 
■diferencias hasta que no conozcamos exacta y completamente la cons­
titución de los antígenos proteicos; en tanto no suceda esto (2), no

■miiiih ■ i
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B. La especificidad química, inducida artificialmente

Fundamentos experimentales

Métodos de sustitución (Fr. Obermayer y E. P. Pick).I.

Inicialmente, Obermayer y Pick perseguían el propósito de “in­
troducir ciertos grupos químicos por determinados procesos químicos 
en lugares previamente determinados de la molécula proteica’’ [E. P. 
Pick (1912, pág. 703)], o, como se dice en la primera publicación 
de estos autores, “aplicar determinados procesos químicos que im-

Obtención de antigenos con

exactitud con que los últimos tiempos E. Brand, B. Kassell y L. J. Seidel 
los han determinado en el plasma sanguíneo humano. Guando los citados auto­
res establecen que la albúmina, incluso la de distintas especies animales, con­
tiene muy poco triptófano, que en la albúmina de caballo falta la metionina 
y que la y-^iobulina es rica en hidroxiamrinoácidos, expresan sólo particulari­
dades que no podemos poner en correspondencia precisa con la especificidad 
serológica de las seroproteínas.

podemos más que sustentar opiniones forzosamente imprecisas. Por 
ello parecía natural continuar el estudio del problema del antígeno- 
anticuerpo desde el punto de vista biológico y presentar en primer 
término el hecho de que las proteínas de las distintas especies 
vegetales y animales difieran serológicamente, incluyéndolo de modo 
provisional, o definitivamente si se le prejuzgaba fuera del al­
cance del progreso científico, entre los misterios de la naturaleza. 
La ruptura con esta opinión fué iniciada por Fr. ObErmayer 
y E. P. Pick, por II. G. Wells y por K. Landsteiner, quie­
nes extendieron, si no inmediatamente, en un período relativa­
mente corto, la opinión de que la especificidad de los antígenos debe 
estar condicionada por su constitución química. Pero el enigma de la 
especificidad natural, como hemos dicho, permanece indescifrado. La 
causa de las innumerables especificidades de especie, el hecho de que 
la especificidad serológica de especie aparezca en general tanto más 
clara cuanto más distantes estén las especies en el sistema natural 
que se comparan, y, por otra parte, el que existan fracciones seroló- 
gicas que permitan reconocer elementos comunes en los grandes gru­
pos del sistema animal y descubrir, por el contrario, oposiciones entre 
ellos (mamíferos, aves, peces), todo permanece como caput mortuwm 
en el crisol de la química. •
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priman a la pro teína un sello nuevo por la introducción de determi­
nados grupos en su molécula”. Para esta finalidad se yodaron, nitra- 
ron o diazotaron antígenos proteicos naturales (sueros sanguíneos) y 
los derivados obtenidos se aplicaron en la inmunización de conejos. 
Se observó que los sueros obtenidos no daban la reacción de precipi- 
tinas con los antigenos proteicos intransformados, pero sí como los 
derivados utilizados en la inmunización, en los que, por consiguiente, 
se había “extinguido la especificidad de especie” y se había susti­
tuido por una especificidad nueva determinada por el agente químico 
que había actuado sobre el antígeno. De acuerdo con esto, se observó 
que los antisueros obtenidos con proteínas yodadas, nitradas o diazo­
tadas, reaccionan con las proteínas más distintas siempre que se hayan 
sometido a los mismos procesos, y la extinción de la especificidad de 
especie se manifiesta Hambién en que, por la transformación, las 
proteínas propias de la especie pueden funcionar como antígeno; por 
ejemplo, la inmunización de conejos con suero de conejo yodado 
origina una precipitina que da un precipitado específico con el suero 
de conejo yodado, y también con otras proteínas yodadas. O berma- 
ver y Pick observaron, además, que la diazotación de los antígenos 
proteicos ofrece la gran ventaja de “enlazar a la proteína diazotada 
diferentes sustancias como naftol y fenilenodiamina, mediante las 
cuales pudiera estudiarse cómodamente la importancia para la espe­
cificidad de la proteína de su colocación en un posición determinada 
del complejo total, y en cierto modo en las cadenas laterales”.

La desaparición de la espcificidad de especie hizo que ObErma- 
yer y E. P. Pick volvieran a estudiar al efecto de los procesos quí­
micos que investigaron en sus primeros trabajos. Eligieron, por 
considerarlo más suave, el proceso descrito por P. Ehrlich y otros 
autores, de la copulación de las proteínas con diversos derivados 
diazoicos, que, según las investigaciones de H. Pauly, se debe a una 
reacción del grupo azo con determinados grupos aromáticos de la 
molécula proteica, más precisamente con los radicales de tirosina e 
histidina. Por ejemplo: si se mezcla atoxilo (a) con tirosina se pro­
duce una combinación de la forma (b):

II. La copulación de combinaciones de composición química cono­
cida con antígeno# proteicos. — Las azoproteínas (K. Landsteiner).
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A« Og Hg A5O3HN - N -N = N-C

TABLA 8.a

+

+ +_+ +
±

•)
O3 Hg

Suero inmune obtenido 
mediante aeroproteina de 

vaca diaxobenxoilada.

Nota.—Precipitaciones en el óptimo de la reacción: +H—p + reacción fuer­
te; reacción débil; d- reacción muy débil; — resultado negativo.

K. Landsteiner y H. Lampl obtuvieron con las mismas “azo­
proteínas” [designación introducida por K. Landsteiner y H. Lampl 
(1917 b)] resultados diferentes, ya que los antisueros correspondientes 
precipitaron con azoproteínas preparadas con albuminoides de espe­
cies distantes. Además, Landsteiner y Lampl afirman en la publi­
cación citada que una precipitina obtenida con suero de caballo nativo 
puede también reaccionar con una azoproteína de caballo “obtenida 
por determinado procedimiento”, y que, recíprocamente, el suero obte­
nido con azoproteínas de caballo puede reaccionar con el suero de 
caballo nativo. Según esto, también observan la conservación de la 
especificidad de especie aunque se manifieste de modo distinto del 
observado en la tabla 8.a; las diferencias entre los datos de Ober-

1. — Seroproteíaa de vaca diazobenzoílada.. .
2. — Seroproteína humana diazobenzoílada . .
3. —Seroproteíaa de caballo diazobenzoílada.
4. — Seroproteíaa de conejo diazobenzoílada.
5. — Seroproteína de vaca nataral.......................
6. —Seroproteína de vaca calentada....................

En su primera publicación ya se ocuparon Obermayer y E. P. 
Pick (1906) de la inmunización con tales productos de copulación. 
Mediante una proteína copulada con diazobenzol obtuvieron un anti­
suero de “máxima especificidad contra proteínas diazobenzoiladas”, 
que conservaba completamente la especificidad de especie. La siguien­
te tabla, publicada en un trabajo posterior de E. P. Pick (1912, 
página 709), enseña cómo debe interpretarse esto.

I) 
ch2 ch.cooh

Z\ NHa

- n = n[ ]
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mayer y Pick, por una parte, y de Landsteiner, por otra, pueden 
atribuirse a que unos y otros investigadores emplearon métodos dis­
tintos para obtener las azoproteinas; métodos que se detallan en las 
comunicaciones. Por lo demás, K. Landsteiner (1945, pág. 57), en 
la última edición de su obra sobre la especificidad de las reacciones 
eerológicas, continúa atribuyendo una singular importancia al hecho 
de que las azoproteinas, aunque hayan modificado su configuración 
original, continúan en posesión de propiedades específicas de especie.

Posteriormente se demostró que diferencias de este tipo en los 
resultados carecen de trascendencia para el problema, considerado 
en su aspecto principal. Los resultados de la investigación convergie­
ron cada vez más claramente en apoyo del pensamiento siguiente, 
intuido por R. Doerr (1929 b, pág. 795), quien lo expresó así: ftAc­
tualmente cabe siempre plantearse la posibilidad d’e que pn una mo­
lécula existan varios determinantes inmuno químicos, los cuales no 
son equivalentes, sino que unos poseen carácter dominante y otros 
recesivo para la determinación de la especificidad del antigeno; esta 
concepción, en cierto sentido, puede aplicarse para explicar el fenó­
meno de la “concurrencia de los antígenos”.

K. Lansteiner no comenzó sus experimentos con azoproteinas, 
en colaboración con H. Lampl, hasta varios años después de publica­
dos los descubrimientos de ObermayEr y Pick; la primera publica­
ción de Landsteiner sobre azoproteinas apareció en 1917. Es cierto 
que Landsteiner había ya investigado la especificidad de los anti­
genos proteicos (seroproteinas), modificados por diversos agentes 
químicos, por ejemplo, por mediación o acilación [Landsteiner y 
Jablons, Landsteiner y E. Prásbk, Landsteiner y Lampe 
(1917 a)] ; pero estos trabajos se efectuaron después de la comuni­
cación que hizo época de Obermayer y Pick en la Marphologisch 
physiologischen Gesellschaft, de Viena (30 de enero de 1906), y desde 
1917 Landsteiner no prosiguió con tales métodos, sino que utilizó 
casi exclusivamente la copulación de las proteínas con diazoderivados. 
Posteriormente, E. P. Pick no impulsó de modo importante el tra­
bajo que inició con Obermayer, principalmente porque desvió su 
atención de la investigación inmunológica a la farmacología. Land- 
steinER, por el contrario, conoció las posibilidades que guardaba el 
método de copulación y las prosiguió durante decenios con admirable 
perseverancia, variando genialmente de diversos modos el plantea­
miento de los problemas. Son universalmente reconocidos los grandes 
y variados servicios de Landsteiner, a los que no regateamos su ex­
traordinario valor. Pero, no obstante, hay que hacer constar que la
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prioridad pertenece a Fr. Obermayer y E. P. Pick, tanto en el 
aspecto más general, es decir, en la fecunda introducción de los mé­
todos químicos en la investigación de la especificidad, que incluso en 
lo que respecta a la expresión científica supone un momento crítico, 
como en la aportación especial, ya que estos autores fueron los pri­
meros en utilizar los métodos de copulación. Muchas publicaciones 
de los últimos años no mencionan esta verdad o no la aprecian de­
bidamente.

Crítica de los métodos llamados de sustitución.—Aunque no in­
mediatamente, sino después de un período de latencia de duración 
considerable, se fueron levantando objeciones contra la interpreta­
ción teórica de los resultados obtenidos en la primera serie de expe­
rimentos de Obermayer y E. P. Pick, en que aplicaron su método 
de la yodación, nitración y diazotación. E. P. Pick (1912, pág. 706) 
interpreta su descubrimiento admitiendo que por la yodación, nitra­
ción y diazotación se extingue la especificidad de especie original, 
y se reemplaza por una nueva especificidad, “determinada princi­
palmente por el carácter de los grupos sustituyentes y por su posición 
en el núcleo aromático y por las alteraciones en la estructura global 
de la molécula que provocan los procesos de sustitución”. Ahora 
bien: Pick no afirma que la especificidad artificial esté condicionada 
de modo directo y exclusivo por los grupos sustituyentes, de modo 
que pueda hablarse, en sentido estricto, de especificidades de los gru­
pos yodo, nitro y diazo introducidos por el método que se utilice. Sin 
embargo él mismo comprobó que entre 1os productos nitrados y dia­
zotados existe una cierta capacidad de reacción mutua, aunque limi­
tada, lo que lleva a pensar en la “semejanza de los dos procesos de 
reacción”; también observa que si se combinan entre si dos métodos, 
no resulta indiferente el orden en que se efectúen las sustituciones, 
manifestando, por ejemplo, una especificidad distinta, una xantopro- 
teína yodada, que una yodoproteína nitrada, que. difieren también de 
los derivados obtenidos por sustitución sencilla, como puede obser­
varse en la tabla siguiente [E. P. Pick (1912, pág. 707)] :
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Xantoproteína yodada... 
Yodoprotefna nitrada.. . . 
Yodoprotefna......................
Xantoproteína ..................

+ + + + + + + + +

Yodoprotefna 
nitrada.

• ±
i 4- + + + + + + + + +

Yodopro­
tefna.

Xantopro­
teína.

Xantoproteí- 
na yodada.
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En un pasaje muy sugerente, E. P. Pick (M912, pág. 708) señala 
las investigaciones de E. Fischer sobre la “transposición de Wal- 
dEn”, según las cuales, en determinadas condiciones, bastan los pro­
cesos de sustitución más insignificantes (por ejemplo, la sustitución 
de un grupo amino por un hidroxilo, o viceversa) para provocar, en 
cuerpos ópticamente activos, un cambio de configuración de toda la 
molécula. De que baya Pick señalado estos trabajos y de sus propias 
conclusiones acerca del mecanismo de las modificaciones de la espe­
cificidad conseguidas por yodación, nitración y diazotación, resulta 
claro que Pick de ningún modo pensaba en especificidades de 
I—, NO2—, N=N—, sino que tenía en cuenta el efecto que la sus­
titución puede ocasionar tanto en la zona inmediata al lugar donde 
se produce, como en la totalidad de la molécula proteica.

En 1930 observó A. Wormall que la especificidad de las proteí­
nas bromadas y yodadas no está determinada por el yodo o el bromo, 
sino por los grupos tirosina, cuyas posiciones 3 y 5 pueden sustituirse 
por él halógeno, afirmación que pronto fue corroborada por John 
Jacobs (1932), utilizando la misma técnica {inhibición específica de 
la reacción con precipitinas). También se observó que se puede efec­
tuar una sustitución por yodo (o bromo) en la molécula proteica, 
concretamente en un núcleo aromático (en el de la tirosina), sustitu­
ción responsable de la modificación de la especificidad y también, 
naturalmente, de la semejanza serológica entre todas las proteínas 
yodadas o bromadas; ahora bien: la nueva especificidad no debe atri­
buirse al halógeno como tal. sino al grupo de tirosina sustituida. Por 
lo demás, I. Snapper y A. Grünbaum señalan que Wormall y 
Jacobs no han precisado exactamente los determinantes de la pro­
teína yodada. La 3,5-diyodotirosina tiene la fórmula:
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CHa . CH (NHS) COOH

COOHHONOa
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i
Grupo 3,5 — diyodo — 4 oxi.

La 3,5-diyodotironina, por ejemplo.

J
y la inhibición inespecifica de la precipitación de las proteínas yodadas 
por sus antisueros no sólo se logra por la halogenación de la tirosina 
en posición 3,5, sino que se debe al grupo 3,5-diyodo-4-oxi, en 
general.

Probablemente, el caso de las nitroproteínas resulta también más 
complicado, como opina W. Mutsaars, quien intenta referir la espe­
cificidad de estos derivados antigénicos no a los grupos nitro, sino 
a los restos de nitrotirosina.

Las investigaciones sobre las proteínas yodadas han permitido 
comprender su determinabilidad inmunoquímica de modo más agudo 
que el que se conseguía por las suposiciones primitivas acerca de la 
entrada de yodo' en un núcleo aromático de la molécula proteica (sin 
ulteriores datos acerca del efecto de este proceso sobre el núcleo 
aromático mismo y sobre el conjunto de la molécula). Pero en este 
desarrollo tampoco se encuentra nada en que pueda apoyarse una

no inhibe; pero en cambio lo hacen, además de la 3,5-diyodotirosina, 
toda una serie de sustancias, entre ellas algunas que no contienen la 
cadena lateral de la tirosina, CH2 . CH (NH2) . COOH, como, por 
ejemplo, el1 3,5-kiiyodo-4-oxi-i-nitrobenzol (a) o el ácido 3,5“diy°- 
do-4-oxi-benzoico (b):
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refutación de las opiniones de Obermayer y Pick. En todo caso, 
incluso en los últimos tiempos sigue sosteniéndose que la sustitución 
del yodo en “el núcleo aromático” (en el caso de las proteínas, en el 
grupo tirosina) es la causa inmediata de la modificación de la espe­
cificidad, habiéndose señalado como principio determinante especial 
únicamente la presencia de un hidroxilo en la posición 4 del anillo 
bencénico. Con el desarrollo gradual de los conocimientos de la deter­
minación inmunoquímica de las proteínas yodadas ha ido abriéndose 
camino la noción de la debilidad de los resultados obtenidos por los 
métodos de sustitución. Actualmente se sabe que en la molécula del 
antígeno proteico pueden introducirse núcleos nuevos y conocerse el 
lugar en que estos procesos primarios se producen sin que por ello se 
conozcan más que las consecuencias serológicas, y esto en grandes ras­
gos, que provocan estas transformaciones químicas; sólo un análisis 
más exacto permitirá conocer los determinantes químicos.

También debe entenderse del mismo modo el parentesco entre las 
proteínas nitradas y las diazotadas, ya observado por E. P. Pick 
(véase pág. 137). quien lo atribuyó a la semejanza de los procesos 
químicos por que se obtienen los dos tipos de derivados. Experimentos 
posteriores efectuados por K. Landsteiner y E. Prásek y por 
A. Wormall corroboran que los sueros sarguíneos, nitrados y diato- 
zados apenas ofrecen diferencias en las pruebas de precipitación; 
W. Mutsaars (1939) observa incluso que si se absorbe un suero anti­
nitro con estromas eritrocíticos nitrados pierde su capacidad de pre­
cipitar no sólo los sueros nitrados, sino los diazotados, de lo que 
deduce que el suero antinitro sólo contiene un tipo de anticuerpos que 
pueden reaccionar tanto con las proteínas nitradas, como con las dia­
zotadas. Por ello, K. Landsteiner (1945, pág. 49) llega a la conclu­
sión de que lo decisivo para la modificación de la especificidad no es 
la naturaleza de los grupos sustituyentes, ya que químicamente un 
grupo NO2— difiere mucho del grupo diazo N = N—. Landsteiner 
supone que las semejanzas».entre las proteínas nitradas y las diazo­
tadas se basa probablemente en una modificación análoga de los gru­
pos tirosina sobre los cuales actúa el ácido nitroso utilizado para la 
diazotación [K. Landsteiner (1945), A. Morel y P. Sisley] ; 
II. Eagle (1936, b), en cambio, fundándose en experimentos pro­
pios, atribuye la reactividad de las proteínas diazotadas, en su mayor 
parte, al contenido en las proteínas de triptófano, mientras que 
W. Mutsaars (1930) refiere la especificidad de las nitroproteínas a 
un resto de nitrotirosina. Pero esto no explica el parentesco entre las 
proteínas nitradas y diazotadas, para lo cual hay que descubrir previa-
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mente los determinantes químicos comunes. El fenómeno no permite 
sacar conclusiones generales de ningún tipo y queda al mismo nivel 
que las observaciones sobre la especificidad de las proteínas yodadas. 
No puede discutirse el hecho de que en la yodación, nitración y dia- 
zotación se producen sustituciones; la cuestión que ahora se plantea 
es dónde se producen estas sustituciones, cómo modifican la molécula 
proteica y si simultáneamente no se producen otras modificaciones 
por efecto del ataque químico. Por último, no debe olvidarse que ni 
en las más sencillas operaciones químicas de este tipo las propiedades 
de los productos de sustitución nunca dependen exclusivamente de 
la naturaleza de la sustancia sustituyente, sino de la sustancia en la 
que se efectúa la sustitución, del número de átomos que se sustitu­
yen, de la posición recíproca de éstos y de su colocación con respecto 
a otros grupos de la molécula. No ha habido ninguna oportunidad de 
penetrar en particularidades más finas. La finalidad de las considera­
ciones anteriores era, en primer lugar, exponer un juicio objetivo de 
los trabajos fundamentales de Obermayer y E. P. Pick.

Ventajas del método de copulación.—La copulación de proteínas 
con combinaciones diazoicas resulta menos lesiva que los métodos de 
sustitución aplicados por ObErmayer y Pick, y posee además la 
ventaja técnica de que se efectúa más fácilmente; utilizando una 
reacción adecuada, la mayor parte de las azoproteínas se obtienen a 
temperatura baja, sin más que mezclar la disolución del derivado 
diazoico con la disolución proteica y abandonar la mezcla durante 
algún tiempo [K. Landsteiner y H. Lample (1917 b), M. Heidei- 
bergEr y F. E. Kendall (1929 a)]. Además, el campo de aplicación 
del método de copulación es mucho más amplio que el de ninguno de 
los métodos de sustitución, y, ante todo, el método de copulación per­
mite realizar de modo claro e inequívoco un fin fundamental, a saber: 
la demostración de una especificidad serológica condicionada sola­
mente por la configuración química, lo que en los métodos de susti­
tución, como ya se ha dicho, no se consigue, al menos en la misma 
medida. Es cierto que con frecuencia los sueros inmunes obtenidos 
con azoproteínas siguen dando precipitaciones específicas con las 
proteínas, en estado nativo, utilizadas para su obtención, y que re­
accionan de modo máximo con la azoproteína homologa, es decir, 
con el preparado, obtenido con la misma proteína o con una proteína 
próxima. Pero esta participación perturbadora del componente pro­
teico puede eliminarse con facilidad si el antígeno inmunizador y el 
antígeno de la prueba in vitro se preparan con dos proteínas que di­
fieran mucho entre sí, aunque naturalmente combinadas con el mismo
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derivado diazoico; por ejemplo, puede obtenerse el suero inmune 
mediante una globulina de caballo copulada con atoxilo diazotado y 
observar la reacción de prccipitinas con un suero de gallina copulado 
también con atoxilo diazotado. En lugar de suero de gallina pueden 
utilizarse, naturalmente, otras proteínas, siempre que 
de que posean reacciones de parentesco con 
tomando estas precauciones previas entran en 
componentes azoicos.

No existe duda alguna de que tanto en los métodos de sustitución 
como en los de copulación la modificación de la especificidad seroló- 
gica de la proteína se produce mediante un proceso químico. Es 
cierto que la facilidad con que se forman las azoproteínas ha suge­
rido a A. Klopstock y G. E. SeltEr la idea de que la simple mezcla 
de un diazoico (atoxilo diazotado) y suero sanguíneo en disolución 
neutra constituye un antígeno con la especificidad del diazoderivado; 
tal vez no sea, pues, necesario que se produzca una reacción química 
entre el diazoico y la proteína (véase pág. 134), dando lugar por su 
copulación a una nueva sustancia; tal vez la proteína no juegue en la 
mezcla más papel que el de “reforzador”, que coloca ál diazoico en el 
estado coloidal apropiado. No obstante, M. Heidelberger y F. E. 
Kendal (1929 a) han rechazado decididamente esta opinión, que 
consideran falta de suficiente base experimental. Pruebas posterio­
res efectuadas en las condiciones experimentales señaladas por 
Klopstock y Selter indican que no se produce una reacción química 
propiamente dicha, que se acuse claramente por la formación del colo­
rante, sino abandonando largo tiempo la disolución neutra, lo que 
coincide con los datos de Klopstock y Selter, según los cuales su 
“mezcla” debe abandonarse largo tiempo antes de que se manifieste 
“la capacidad de reacción químicamente específica”.

La función del componiente proteico en la a^oproleína.—Sin em­
bargo, no está completamente claro, desde el punto de vista inmo- 
uulógico, el papel que la proteína juega en los productos de copulación 
designados como “azoproteínas”. En lugar de suero sanguíneo, que 
da Tugar a una mezcla de varios antígenos (véase pág. 110), pueden 
utilizarse proteínas purificadas de origen animal o vegetal—lo que 
evidentemente carece de importancia—. Ahora bien: sí la posee el 
oue varios autores [M. Adant (1930 a, 1930 b), S. B. Hooker y 
W. C. Boyd (1933 c), N. Gutman, A. Medveczky y A. Urovits, 
Nathan y P. Kallos] hayan conseguido sustituir proteínas provistas, 
de función antigénica completa por gelatina o histona, sustancias que 
no actúan como antígeno ni in vivo ni in vitra, o como LandsteinER.

1
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expresó cautamente [véase LandsteiN'er (1945, pág- 158)], “cuya 
idoneidad para las reacciones serológicas es desconocida”. Finalmen­
te, R. F. Clutton, Harrington y Yuill y Harrington, Hum- 
phrey, Yoill y Clutton consiguieron obtener por la copulación de 
gelatina con 0-(3-glucósido-N-carbobenciloxi-tirosina o con O-6-glu- 
cósidoptirosina unas sustancias que provocan en los conejos la 'forma' 
ción de precipitinas y de anticuerpos fijadores de complemento capa­
ces de reaccionar con el grupo carbobenzoxitirosilo en función de 
hapteno.

No está clara la causa por la cual la gelatina y la histona por día- 
zotación y la gelatina por la copulación descrita pueden transformarse 
en antígenos productores de anticuerpo. La gelatina, aparte de una 
pequeña cantidad de fenilalanina (1,4 por 100), no contiene ningún 
núcleo cíclico (1), y la activación de la misma por la fijación de un 
resto de tirosina parece indicar que no se trata sino de la corrección 
de un defecto químico, de la carencia de un grupo aromático, que se 
efectúa del modo dicho. Pero las histonas contienen tirosina, y, no 
obstante, en estado nativo no se comportan como antigeno, función 
que sólo adquieren al someterlas a la- diazotación; en este caso, la 
falta de antigenicidad pudiera deberse a que el peso molecular, como 
ci de otras protaminas no antigénicas, es demasiado pequeño (2), y 
al aumentarlo por la copulación se exalta la función antigénica que 
poseen en forma latente, hasta ponerla de manifiesto. En mi opinión 
hay que interpretar los hechos teniendo presente que tanto la gelatina 
como la histona son proteínas, aunque de las más sencillas, por lo 
que esconden una suerte de función antigénica latente, que se pone 
de manifiesto al formarse los antígenos químicos complejos. En favor 
de esta hipótesis puede, en primer lugar, aducirse que los antisueros 
obtenidos por la inmunización con derivados activos de gelatina, en 
algunas ocasiones no sólo reaccionan con el antígeno empleado en 
la inmunización, sino lambién con gelatina (M. Adant), y, en segundo 
lugar, que la ovalbúmina, que ha perdido por racemización (transfor-

(1) W. Dirschere (obra citada, pág. 368) señala que, según datos de 
Gerngross, también la gelatina posee el r por 100 de tirosina. Tal vez se tra­
tara de preparados designados como gelatina, pero impurificados con otras 
proteínas (R. Bruynoghe y P. Vassiliadis).

(2) Kossel ya señaló el pequeño peso molecular de las protaminas; este 
autor fue el que estableció también el grupo de las histonas. Recientes investi­
gaciones exactas, efectuadas por E. Waldschmidt-Leitz, Ziegler, Scháffneri 
y Weie y otros, dan para la clupeína un peso molecular de 2.000 aproximada­
mente (según otros autores, 4.OP0), y para la salmóha, de 3.000.
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K. Landsieiner (1945» pág. 160) hace observar que en la obtención de 
antígenos complejos artificiales (azoproteínas) hay que evitar “la sobrecarga 
■de las proteínas con grupos extraños”, que puede impedir la capacidad de des­
encadenar la producción de anticuerpos; un compuesto de proteínas y ácido 
arsalínico diazotado da un resultado óptimo cuando el producto contenga el 
1-2 por 100 de arsénico. Estos datos han sido confirmados posteriormente por 
W. C. Boyd y E. R. Warshawer (1946). Estos autores observan que la fun­
ción antigénica de un producto de copulación de suero de caballo con el séxtu 
pío de la cantidad de ácido arsalínico teóricamente necesaria es tan reducida 
que ni uno de los 30 conejos que inmunizaron con este producto suministró 
más de indicios de un anticuerpo específico para el As; también resultó con­
siderablemente escasa la producción de anticuerpos contra suero de caballo, en 
comparación con la conseguida con los conjugados de composición análoga sin 
sobresaturar. Como no se ha investigado la influencia que en el efecto ejerce 
la toxicidad del arsénico, estas observaciones no pueden aceptarse más que pro­
visionalmente. •

litación en el albuminato alcalino) su capacidad antigénica, no la re­
cupera por-su copulación con atoxilo diazotado [R. Doerr y P. Gi- 
rard]. Hay, pues, que admitir, en conclusión, que una proteína no 
antigénica no puede dar origen a un antígeno completo (inmunizante) 
con especificidad química, y, por consiguiente, que la gelatina y la 
historia poseen como el esbozo necesario para la función antigénica. 
Debe, sin embargo, corroborarse por investigaciones más extensas 
si este modo de pensar corresponde a la realidad. Los datos que se 
poseen actualmente, contradictorios en apariencia, impiden formarse 
un concepto general de 1os resultados experimentales; por ejemplo, 
la cupleína adquiere propiedades antigénicas al copularse con isocia- 
nato de fenilo [N. Gütman], y 1a gelatina, por el contrario, no lo 
hace [S. J. Hopkins y A. Wormall (1933 b)]. En relación con esto. 
K. Landsteiner (1945, pág. 63) aduce el descubrimiento de anti­
genos bacterianos muy activos que no contienen casi aminoácidos y 
que provocan la formación de anticuerpos sin que se les adicione una 
proteína [W. F. GoEbel, Shedlovsky, Lavin y Adams] . Sin em 
bargo, no se descubre cómo pueda relacionarse este hecho, induda­
blemente significativo, con la activación de la gelatina o de las tristo­
nas por los procesos de copulación; estas sustancias son proteínas, y 
por el desdoblamieno de este tipo de sustancias no se ha conseguido 
obtener, hasta la fecha, más que aminoácidos, a los que hay que hacer 
responsables, por consiguiente, tanto de su función antigénica, mani­
fiesta o latente, como de su especificidad. El hecho de que la función 
antigénica pueda condicionarse de otro modo, no modifica estas con­
clusiones.

I
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III. La inmunización de combinación.

Resulta muy difícil armonizar de un modo racional los métodos 
y resultados de los experimentos de Obermayer y E P. Pick, y los 
de Landsteiner y su escuela, con el fenómeno denominado inmu­
nización de combinación.

El punto de partida lo ofreció el hecho siguiente: en J911, J. 
Forssmann observó que en los órganos de determinadas especies ani­
males, por ejemplo, en los riñones de los caballos y cobayos, existe 
una sustancia a la que se debe la formación de hemolisinas para los 
hematíes de carnero, cuando se administra al conejo, por vía párente- 
ral, extractos acuosos de tales órganos. Esta sustancia, que se designa 
en la literatura serológica como antígeno de Forssman, puede ex­
traerse de los órganos por alcohol, como demostraron R. Doerr y 
R. Pick, por lo que en un principio se le atribuyó la naturaleza de 
lipoide hasta que posteriormente se demostró la de hidrato de car­
bono [K. Landsteiner y P. A. Levene, F. E., BruniusJ. En la for­
ma del extracto alcohólico la sustancia posee carácter de hapteno, es 
decir, puede combinarse in vitro con los anticuerpos producidos por 
el extracto acuoso de los órganos, pero, no provoca en los conejos la 
producción de hemolisinas para el camero, al menos en cantidad apré- 
ciable [K. Landsteiner (1921), A. Sordelli, H. Fischer, R. Wer- 
nicke y C. Pico, T. Taniguchi]. Ahora bien: K. Landsteiner 
(1921) [véase también Landsteiner y Simms], para su propia sor­
presa, transformó este hapteno en un antígeno, completo, inmuni­
zante, por el sencillo procedimiento de añadirle un suero extraño al 
conejo; por ejemplo, suero de caballo; de este modo no se obtienen 
precipitinas para el suero de caballo, sino hemolisinas de carnero de 
título elevado. El principio metodológico fué designado por H. Sachs 
inmunización de combinación.

Resulta también notable que el suero extraño utilizado en el expe­
rimento de activación pueda sustituirse por otro antígeno (por ejem­
plo, por otra proteína*, por un lisado de eritrocitos de otra especie, 
por extractos de bacterias o levaduras); pero no, en cambio, por sus­
tancias no antigénicas (por suero de la misma especie, por extractos 
de órganos de la misma especie o por la peptona Witte) [IR. Doerr 
y C. Hallauer (1926)]. Esto recuerda la incapacidad de la ovalbú- 
mina racémica en los experimentos de E. Doerr y P. Girard de 
copulación mencionados en la página 143, y parece señalar que la 
activación de la forma hapténica del antígeno de Forssman se
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a la combinación del activador con el hapteno para 'formar un anti­
geno complejo, opinión ya expresada por K. Landsteiner y S. Simms 
(obra citada, pág. 136). Pueden interpretarse también en este sen­
tido otras dos observaciones. En primer lugar, la de que la activa­
ción sólo se produzca si la sustancia que hay que activar y el hapteno 
se mezclan en el tubo de ensayo, pero no cuando los dos componen 
tes se inyectan simultáneamente, pero por separado, por vía intrave­
nosa; y en segundo lugar, la de que no actúen como activadores para 
el conejo eritrocitos de otra especie—es decir, antigénicos—cuando, 
sin disolverlos previamente, se adicionan al hapteno [R. Doerr y 
C. Hallauer (1920)]. Hasta la fecha no se ha investigado la activa­
ción con gelatina o histonas, que puede resultar interesante con res­
pecto a la supuesta ‘función antigénica latente de estas sustancias 
(véase pág. 143).

Por el contrario, se ha adsorbido el hapteno 
animal y observado que tales combinaciones, evidentemente físicas, 
provocan la producción de hemolisinas de carnero; es decir, que se 
comportan como el antígeno de Forssman completo [P. Gonalez 
y M. Armangué, K. Landsteiner y J. Jacobs, F. Plaut y H. 
Rudy]. Se tiene la impresión de que el hapteno adquiere una deter­
minada forma que le capacita para ser captado por las células pro­
ductoras de anticuerpos; su activación por suero, de otra especie tam­
bién debe atribuirse, al parecer, no a la creación de la función antigénica 
en sí misma, sino a que favorece el íntimo contacto entre el haptenj 
y el lugar de la formación de anticuerpos; este es el contenido de la 
teoría formulada por H. Sachs (1928-1929), que la denominó teoría 
del remolque (SMeppertkeorie). Sin embargo, la suposición previa 
que esta teoría exige, a saber, que el hapteno de Forssman, admi­
nistrado intravenosamente, no alcanza las células formadoras de anti­
cuerpos, es meramente hipotética y, por consiguiente, arbitraria. Por 
otra parte, K. Landsteiner y J. Jacobs demostraron que fracasa la 
activación física por adsorción cuando se emplea un hapteno de 
Forssman suficientemente purificado y que no da tampoco siempre 
resultado la activación mediante un suero de otra especie. Landstei- 
ner (1945, pág. 105) supone que la activación por adsorción debe 
tener lugar por un mecanismo distinto al de la inmunización de com­
binación. En el primer caso pudiera tratarse de un estímulo inespe­
cífico de la formación de anticuerpos análogo al observado por dis­
tintos autores, en parte trabajando con antígenos de escasa actividad 
(heteroalbumosas, fracción proteica de hiberculina vieja, extractos, 
del polen de la Ambrosia artemisiifdfia) [G. Ramón y P. Descom-
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bey, K. Landsteiner y W. Chase, Landsteiner y J. Jacobs, 
Glenny, Buttle y Stevens, F. B. Seibert, A. H. W. Caulfield, 
Erown y Waters, etc]. Por el contrario, Landsteiner atribuye 
siempre la activación por adición de proteínas a la producción de un 
antígeno complejo teniendo en cuenta, entre otros, el hecho de que 
puede provocarse la función antigénica formadora de anticuerpos en 
sustancias muy sencillas, desde el punto de vista químico, por su 
combinación con antígenos proteicos, pero no mediante la ayuda física 
de un adsorbente.

En todo caso no se trata aquí sino de opiniones, en tanto que en 
la producción de nuevos antígenos complejos a consecuencia de pro­
cesos químicos siguiendo los métodos de sustitución y de copulación, 
se enfocan hechos comprobados. También continúa problemática la 
índole del proceso químico que se supone que actúa en la inmuniza­
ción de combinación, así como la naturaleza del producto de la reac­
ción hipotética entré e! hapteno y el antígeno proteico activador. En 
tanto que sólo se discutía el antígeno de Forssman, pudo señalarse 
que este agente se encuentra en los órganos y en los extractos acuosos 
de éstos no. como hapteno, sino como antígeno completo, y que ad­
quiere el estado de hapteno en los productos artificiales obtenidos por 
extracción con alcohol; la activación de este hapteno por adición in 
vitró. de un antígeno proteico podría considerarse como el restableci­
miento de su estado natural.

Pero la inmunización de combinación se extendió a otras sustan­
cias a las que no convenía la consideración anterior; por ejemplo, a 
lipoides (fosfátidos y esterinas), en ocasiones de constitución química 
conocida, como lecitinas de diversa procedenca, entre ellas la dies- 
teariMecitina sintética de Grün y Limpácher, el ¡fosfátido cefalina, 
la colesterina y alguno de sus derivados (hidróxicolesterina, dihidro- 
colesterina y ergosterina irradiada y sin irradiar). Según los autores 
que se ocupan en estas investigaciones, se obtienen resultados posi­
tivos; es decir que por la inmunización de conejos mediante mezclas 
de las sustancias nombradas y de proteínas se obtienen antisueros que 
reaccionan con los lipoides utilizados y que, en determinados experi­
mentos, incluso poseen una sorprendente especificidad [H. Sachs y 
A. Klopstock, Sachs, Klopstock y A. J. Weil, G. E. Selter, 
P. A. Levene, K. Landsteiner y van der 'Scheer, A. J. Weil y F. 
Besser, V. Bisceglie, F. Plaut y Rudy, H. Maier, C. Tropp, y 
A. Baserga, F. Plaut y H. Kassowitz, E. Berger y H. Scholer, 
F. Hahn y A. Hazato, R. Brandt y H. GoldhaWer, L. M. Kope- 
loff y L. Kopeloff y otros]. De éste modo, por ejemplo, pueden
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diferenciarse serológicamente la colesterina de la dihidrocolesterina 
(Weil y Besser), la colesterina de la ergosterina y la ergosterina irra­
diada de la ergosterina sin irradiar (E. Berger y H. Scholer).

Hubo un tiempo en que la literatura inmunológica aparecía sobre­
cargada con comunicaciones de este tipo, no solamente por el interés 
dei tema en sí, sino también porque el método primitivo de obtener 
éntígenos combinados permitía la colaboración de autores sin orien­
tación química.

Frente a los resultados positivos se observaron también algunos 
negativos, debidos en muchos casos a la utilización de preparados que 
aunque llevaran el mismo nombre (por ejemplo, “lecitina”) diferían 
en el grado de pureza [Levene, LandsteinER y van der ScheEr, 
Blaut y Rudy, A. Wadsworth, E. F. Maltaner]. En la investi­
gación serdógica de la especificidad de los antisueros también se tuvo 
poco en cuenta la existencia de reacciones inespecíficas. La desvia­
ción del complemento, de modo especial está sujeta, por su misma 
naturaleza, a numerosas causas de error, de las que no cabe protegerse 
por los testigos habituales; y precisamente en toda la investigación de 
lipoides se usó predominantemente la reacción de fijación del comple­
mento porque en estas sustancias fallan la mayoría de las restantes 
reacciones (precipitación), o simplemente por atribuir a la fijación 
de complemento mayor sensibilidad. Por estas causas aparecen datos 
singulares. G. E. Selter (1930), por ejemplo, comunicó que por la 
inmunización de conejos con antígenos complejos químicamente es­
pecíficos (preparados a partir de ácido metanílico o de atoxilo diazo­
tado y suero) había obtenido antisueros que daban la reacción de 
fijación del complemento con “lipoides ampliamente difundidos por 
el reino anima!, especialmente con lecitina”. En estos trabajos suele 
introducirse una posible causa de error admitiendo sin discrimina­
ción que la porción fundamental de cualquier extracto alcohólico de 
órganos ha de ser un lipoide o úna mezcla de lipoides. H. Sachs 
(1929, pág. 434) expone esta suposición de modo inequívoco en las 
seguientes frases: “Se ha señalado que todo Extracto alcohólico de 
óiganos, cuando sus componentes se mezclan en el tubo de ensayo 
con una proteína extraña (por ejemplo, con sueros sanguíneos), da 
lugar a la formación de anticuerpos. Los anticuerpos obtenidos de 
este modo poseen un modo de actuar tal que dan la reacción de fija­
ción del complemento o la de precipitación (floculación) con extractos 
de órganos de cualquier procedencia.” “Por consiguiente, aquí se 
produce, evidentemente, la formación de anticuerpos, frente a lipoides 
muy difundidas, que se encuentran en los extractos alcohólicos de
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todos los órganos.” Sin embargo, el hapteno de Forssman, cuya acti­
vidad como antígeno completo ha constituido el punto de partida de 
todas las inmunizaciones de combinación, en contra de lo que se pensó 
en un principio, no es un lipoide, sino que de su hidrólisis resulta 
glucosamina (un aminoazúcar), que existe en él probablemente en 
forma acetilada (F. E. Brunius); es decir, que este hapteno está 
relacionado serológicamente con los polisacáridos de dertas bacte­
rias (bacilos de Shiga, determinados tipos de neumococos) y con la 
sustancia A de 1os eritrocitos humanos. Por consiguiente, cuando se 
obtengan anticuerpos mediante extractos alcohólicos de órganos que 
reaccionen serológicamente con estos extractos, hay que demostrar 
previamente en cada caso que se trata de reacciones entre lipoide y 
antilipoide.

Sin corroboración experimental adecuada, que necesariamente ten­
drá que cubrir un campo muy vasto, no puede, naturalmente, tomarse 
posición entre opiniones muchas veces contradictorias; es indiscutible 
que aún queda por separar el trigo de las granzas.

En las mezclas naturales de antígenos (antígenos complejos), ni 
la capacidad de inmunización ni la especificidad dependen del com­
ponente lipoídico. En el suero sanguíneo existen también lipoides 
que son especialmente abundantes en las globulinas a y 0 (consúltese 
el esquema de la página 27), y, no obstante, cuando se desengrasan 
la seroalbúmina o las seroglobulinas con éter o alcohol, no se modifi­
can sus especificidades de fracción (St. Went y K. Lissak). En los 
pulmones existe una lipoproteína tromboplástica que puede desdo­
blarse tratándola con heparina, con lo que se libera el lipoide y la 
heparina queda ligada a la proteína (E. Chargaff, M. Ziff y S. S. 
Cohén); la proteína de la heparina, después de privarla del lipoide, 
sigue reaccionando con un antisuero obtenido con la lipoproteína in­
tacta (S. S. Coh'en y E. Chargaff). El antígeno específico de los 
bacilos de la paradisentería del tipo Z (bacilos de Flexner) es un 
complejo de un fosfolipoide, de un polisacárido acetilado y de una 
proteína tóxica; el lipoide puede separarse sin que se destruya la 
función antigénica de los otros dos componentes (F. Bingley, W. F. 
GoeblE y F. Perlman). Es cierto que P. Hartley (1925) observó 
que no se produce precipitado cuando se han extraído con éter el 
antígeno y él suero precipitante; pero simultáneamente comprobó 
que por este método, lo único que se alfecta es la floculación, ya qué 
el antígeno y el anticuerpo siguen combinándose entre sí de modo 
específico. A la misma cartJegoría pertenecen las observacionies de 
F. L. Horsfall y K. Goodner (1938 b) relativas a la supresión de
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(i) Parece dudoso que deban interpretarse como inmunizaciones de combinación 
las observaciones de H. Haxthausen (1934, 1936, 1940) de que los hombres 
pueden sensibilizarse por sales de metales pesados mezcladas con suero de 
especies extrañas. Este autor ha provocado estados alérgicos con sublimado 
(1934) y con sales de níquel y cobalto (1936), que en unos casos se limitan al 
lugar de sensibilización, pero que en ocasiones se extienden a toda lat piel. Las 
cantidades de suero de caballo son mínimas. Los individuos sensibilizados para 
el níquel reaccionan en muchos casos también frente al cobalto; sin embargo/ 
resultan más intensas las reacciones frente al metal utilizado para sensibilizar.

los fenómenos visibles de la aglutinación y la precipitación al desen­
grasar los sueros inmunes con alcohol y éter, fenómenos que reapa­
recen si se adiciona a los sueros inmunes lecitina o cefalina (según 
que los sueros inmunes procedan de caballo o de conejo); tampoco se 
trata en este caso de una modificación o supresión de la función anti- 
génica, sino únicamente de la participación física de los lipoides en 
el modo de exteriorizarse las reacciones entre antígeno y anticuerpo. 
La falta de influencia de los lipoides, cuando están contenidos en 
compuestos naturales, sobre la función antigénica y sobre la especi­
ficidad, hace todavía más enigmática la inmunización de combinación.

Resulta sorprendente que sólo se hayan conseguido inmunizacio­
nes de combinación cuando se opera con haptenos extraíbles por aleo-, 
hol y con lipoides definidos químicamente (fosfátidos y esterinas) (1). 
Como Lan~dsteiner (1936, pág. 166: 1945, pág. 113) señala, esta 
limitación resulta discutible por dos razones: en primer lugar, no se 
comprende por qué la activación por simple adición de un antigeno 
proteico no es posible más que con estas sustancias, y, en segundo 
lugar, también parece poco clara la causa que equipara, en cuanto a 
la activación, a unas sustancias que difieren químicamente tanto como 
los fosfátidos y las esterinas.

También hay que considerar la circunstancia de que en la inmuni­
zación de combinación se producen dos anticuerpos, uno para la pro­
teína activadora y otro para el lipoide activado. Incluso pudiera ser 
que siempre se añada excesiva cantidad de proteína; pero F. Hei-í 
mann y B Weil, que investigaron las condiciones cuantitativas para 
la activación de la lecitina y del extracto alcohólico de corazón de 
conejo por el suero de cerdo, seguían obteniendo resultados positivos 
con diluciones del suero entre el 1 y el 0,1 pr 100. Puede objetarse 
que la proteína y el lipoide aparentemente no reaccionan sino in vitro, 
pero que in vivo vuelven a disociarse; dónde y cómo, como tantas 
otras cosas, no puede precisarse. .

En todo oaso, la inmunización de combinación contrasta actual-
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LOS ANTICUERPOS DE ANTÍGENOS ARTIFICIALES OBTENIDOS
PULACIÓN

Con lo anterior se ha terminado el estudio de la esencia y de los 
lesultados que pueden esperarse de los métodos experimentales d" 
sustitución, de copulación entre combinaciones diazotadas y antígenos 
proteicos y de inmunización de combinación. Los resultados experi­
mentales obtenidos con los métodos de sustitución y de inmunización 
de combinación se han expuesto con suficiente extensión. Los resul­
tados mucho más importantes obtenidos mediante antígenos copula­
dos exigen un capítulo especial, que se expone a continuación, donde 
se estudiarán desde puntos de vista fundamentales.

En otro lugar se han expuesto las dificultades que Ofrece el pro­
greso de nuestros conocimientos relativos a los determinantes quími­
cos de las proteínas naturales. Casi todo cuanto conocemos en fór­
mulas químicas con respecto a Ja determinación inmunoquimica de los 
anticuerpos se funda en resultados experimentales obtenidos mediante 
azoproteínas. Estas azoproteínas se obtienen por la reacción química 
entre derivados diazoicos y proteínas naturales. Son, por consiguien­
te, productos constituidos por un componente de fórmula conocida y 
otro conocido de modo insuficiente. Por tanto, la primera cuestión 
que se plantea consiste en discriminar en qué forma se encuentran 
ambos componentes en el producto (es decir, si se modifican por la 
reacción); la segunda, en qué grado influyen ambos componentes en 
el carácter de un anticuerpo obtenido por el producto.

Estudiaremos primeramente las modificaciones que sufre la pro­
teína en el proceso de copulación. Como los productos de copulación 
resultan coloreados de rojo oscuro, H. Pauly investigó cuáles son 
los aminoácidos que dan esta reacción al combinarse con el diazo- 
derivado. y observó que los únicos que lo hacen son la tirosina y la 
histidina*, dando los restantes productos amarillos. H. Pauly está-

mente con los métodos de sustitución y con los de copulación. El 
desarrollo de esta inmunización no nació de una cuestión planteada 
racionalmente que debiera rebatirse por experimentación, sino que 
fué debida a una observación fortuita, siendo por ahora un producto 
del azar, lo que también puede aducirse en sentido paliativo.

por co-
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bleció además la fórmula química de las combinaciones obtenidas de 
la reacción entre tirosina (o la histina) y el ácido diazobenzolarsínico, 
que son:

N = NCflHtA. ObH,

OHHOOC —HCHaC

NHa N = NCeH4A. OrHx
Acido tirosin-bis-azobenzolarsínico.

N = C - N = NCM¡U OSH,

I /NH
HOOC - HC(NH,) H2C C = C------ N = NCeH¿i O3Ha

Acido histidin-bis-azobenzolarsínico.

1
í,

i
■

Desde entonces se supone, generalmente, que en la obtención de 
las azoproteínas sólo participan los grupos tirosina e histidina. Pero 
en ^936, R. KapelleRtAdler , y G. Boxer consiguieron obtener de­
rivados bis-azobenzolarsínicos por la reacción entre el ácido diazo- 
bcnzolarsínico j los aminoácidos fenilalanina, triptófano, prolina y 
oxiprolina, derivados qué, según su análisis, poseían fórmulas análo­
gas a los derivados de 1a tirosina e histidina que investigó H. Pauly. 
Dichos autores investigaron además el contenido de As y N en las 
szoproteínas obtenidas con el ácido diazobenzolarsínico y con caseína, 
fibroína, zeína y gelatina; el- elevado contenido en arsénico desmiente la 
teoría de Pauly, según ta cual sólo poseen la capacidad de copulación 
la histidina y la tirosina. De 1as dos series de experimentos se llega a la 
conclusión de que, “además de la tirosina e histidina, otros aminoáci­
dos cíclicos también poseen capacidad de copularse”, opinión a que 
ya se inclinaban en 1934 W. C. Boyd y S. B. Hooker (1934 a), ¡fun­
dándose en investigaciones acerca del contenido de N y de As en 
azoprotemas obtenidas con ácido arsalínico diazotado.

Por otra parte, no se trata de investigar simplemente los amino­
ácidos de la molécula proteica capaces de copularse, sino los amino­
ácidos que efectivamente intervienen en la copulación. Se ha seña­
lado que c¡ número de aminoácidos que participan en la copulación 
puede oscilar éntre amplios límites, y depende del método aplicado y 
de las condiciones elegidas para efectuar la copulación. En la copula­
ción con ácido arsalínico diazotado puede determinarse dicho nú­
mero fácilmente por el contenido de arsénico en la azoprote'ma obte­
nida. Este contenido puede elevarse hasta el 10,6 por 100 e incluso
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A5O3H
H (Iminazol-diazo-^rsalínico).

A5O3Ha OH
T (Acido fenol-diazo-arsalínico).

a la tirosina y el

14,8 por 100 [F. Haurowitz (1936), Kafeller-^Adler y Boxer] ; 
sin embargo, una sobresaturación tan elevada perturba la función 
antigénica de formar anticuerpos (véase pág. 126), y K; Landsteiner 
y H. Lampl (1918), así como F. Haurowitz (1936), determinaron 
de modo empírico que el contenido de As óptimo para dicha fpnción 
es de un 1-2 por 100. Estas azoproteínas, obtenidas con ácido arsa- 
nílico, son, pues, consideradas desde el punto de vista puramente 
cuantitativo, productos de composición variable, afirmación que pue­
de extenderse a otras azoproteínas.

A lo anterior hay que añadir que en la copulación pueden interve­
nir aminoácidos diferentes, por lo que dentro de la misma clase de 
azoproteínas los productos pueden diferir por la proporción en que 
hayan reaccionado los diversos aminoácidos. Estas diferencias no care­
cen de alcance, como se deduce de las investigaciones de S. B. Hooker 
y W. C. Boyd (1933 b, 1933 c), que haciendo reaccionar, por una par­
te, proteínas antigénicas (ovalbúmina, caseína), y, por otra, gelatina 
con ácido arsalínico diazotado, pudieron preparar dos tipos/ de azopro­
teínas, mediante las cuales obtuvieron por inmunización las correspon­
dientes precipitinas. Además obtuvieron dos compuestos sencillos a 
partir de fenol (T) y de iminazol (H) y de ácido arsalínico diazotado, 
de los cuales el' primero posee estructura semejante 
segundo a la histidina.

Para la inhibición específica de 1a precipitación del antisuero con­
tra el ácido casein-diazo-arsanílico con su antígeno homólogo se ne­
cesita una cantidad de T tres veces mayor que la de H, mientras que 
para inhibir la reacción del antisuero contra el ácido gelatin-diazo- 
arsanílico con el antígeno homólogo se necesita emplear once veces 
más T, que H. Hooker y Boyd interpretan su descubrimiento supo­
niendo que en el antisuero nombrado en primer lugar existen dos 
“antihaptenos”, en uno de los cuales predominan grupos de ácido- 
tirosin-diazo-iarsanilico y en el otro los de ácido histidin-diazo-arsa- 
nílico; en cambio, el segundo antisuero sólo debe contener uno de 
estos antihaptenos, lo que, por otra parte, concuerda con que la gela-
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tina posee histidina, pero no contiene, o contiene muy poca cantidad, 
de tirosina (véase la nota al pie de la pág. 143). Esto parece indicar 
que la copulación de un mismo diazoderivado puede actuar de modo 
■distinto según se produzca sobre tirosina o sobre histidina.

Parece probable, aunque tampoco esté establecido con seguridad 
y menos demostrado en detalle, que en el proceso de la copulación, 
por lo menos cuando la molécula proteica sólo se carga con una cam 
tidad moderada de grupos diazoicos, intervengan determinados amino­
ácidos, por ejemplo, tirosina e histidina, con preferencia a otros 
capaces también de copularse. El mínimo de copulación fue investiga­
do por Hooker y Boyd (1932), Boyd y Hooker (1935), asi como 
por F. Haurowitz (1936), en lo que respecta, por razones técnicas 
(véase pág. 144), al ácido diarsalínico diazotado. Según Haurowitz, 
basta la presencia en la molécula de un antígeno complejo de un solo 
grupo con arsénico, para conseguir un anticuerpo específico con res­
pecto al ácido arsanilico; pero, para descubrir estos anticuerpos in 
vitro por la reacción de precipitinas, debe utilizarse un antígeno que 
contenga en su molécula al menos 10 determinantes con As, porque 
el producto de la reacción sólo se precipita cuando cada molécula del 
antigeno fija 10 moléculas de la globulina inmune, adquiriendo el 
compuesto el tamaño necesario para flocular. Hay que comprobar si 
estos datos están bien establecidos; en todo caso parece dudoso que 
sean válidos para todos los diazo-derivados capaces de copularse con 
proteínas y para todas las proteínas.

Lo anterior es suficiente para hacemos ver que aunque estamos 
informados, en general, del tipo de modificación que las proteínas 
experimentan al copularse con diazoderivados, sabemos poco de las 
particularidades de tales transformaciones. Lo único indudable es que 
el proceso de 1a copulación puede transcurrir de diversos modos y no 
sólo cuando el diazoderivado o la proteína difieren de un compuesto 
a otro, sino incluso siendo idénticos ambos componentes (Kabat y 
Heidelberger).

A este respecto resultan significativas las manifestaciones de K. 
Landsteiner (1945, pág. 159); que ha aportado la máxima contri* 
bución experimental en este campo. Este autor escribe: “No es de 
ningún modo fácil y puede exigir un gran número de animales ¡a 
obtención de sueros inmunes específicos para los componentes azo 
y, con frecuencia, según sean las reacciones individuales de los ani­
males de experimentación y la naturaleza de 1os grupos introducidos, 
se obtienen sueros que precipitan intensamente con las azoproteínas 
utilizadas para la inmunización y con otras combinaciones con proteí-
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(1) Precisamente el autor alude a las investigaciones con antígenos com­
plejos artificiales.

(2) En esta serie el conejo se encuentra en último lugar, porque los anti­
sueros se obtuvieron por la inmunización de conejos; es decir, porque el suero 
de conejo es, en este caso, el suero de la propia especie.

La circunstancia de que por la copulación resulte una sustancia con carácter 
antigénicp no permite asegurar nada con respecto al estado de la proteína en la 
azoproteína. De copulaciones con gelatina o con histonas, sustancias éstas inca­
paces en estado nativo de producir anticuerpos (véase pág. 133); pueden obte­
nerse sustancias diazoicas con capacidad antigénica; asimismo, si el derivado 
diazoioo se combina con una sustancia que en estado nativo posea escasa acti­
vidad antigénica [como comprobaron en la insulina Lowell (1942), J. H. 
Lewis (1937), C. Bernstein, Kirsner y Turner; véase también M. Harten 
y M. Walzer] se refuerza considerablemente tal actividad [R. F. Clutton. 
Harrington y Yuill].

ñas semejantes, pero que no precipitan, o sólo lo hacen débilmente, 
con azoanlígenos preparados con proteínas muy diferentes. Tales 
sueros, naturalmente, no resultan apropiados para las investigaciones 
de que aquí tratamos (1) acerca de las relaciones entre la especificidad 
serológica y la composición química, punto al que con frecuencia no 
se presta la debida atención.”

No se necesitan pruebas de que los derivados azoicos se combi­
nan químicamente con las proteínas produciendo nuevas sustancias; 
ahora bien: de las observaciones que acaban de aducirse se deduce 
que en dichas combinaciones el componente proteico se modifica de 
modo1 imprevisible; es cierto que en la inmunización con proteínas 
naturales juega un gran papel la variación individual de los animales 
de experimentación; sin embargo, no puede atribuirse exclusivamente 
a esta circunstancia la variabilidad que, como antígeno parcial, pre­
senta en las azoproteínas el componente proteico. Las proteínas de 
alto peso molecular, a pesar de alteraciones parciales, deben conservar 
su estructura en rasgos generales durante el proceso de la copulación, 
como se deduce de que en las azoproteínas se observe siempre un 
residuo de especificidad de especie. Un antisuero obtenido con una 
azoproteína de suero de caballo precipita con estas azoproteínas con 
más intensidad que con otras azoproteínas que posean el mismo com­
ponente azoico, pero obtenidas por copulación con otros sueros, ob­
servándose, por ejemplo, que la cantidad de precipitado disminuye 
en la serie caballo, vaca, hombre, ave y conejo (2) [citado por K. 
Landsteiner (1945), pág. 158].
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Investigación más importante que 1a de las modificaciones expe­
rimentadas por la proteína al copularse es, naturalmente, la del des­
tino del derivado diazoico que se copula; las conclusiones generales, 
deducidas de los experimentos efectuados con azoproteínas, concer­
nientes a las relaciones entre la especificidad serológica y la constitu­
ción química, se fundan en la suposición previa de que los derivados 
diazoicos, única entidad de estructura química conocida en todas las 
“ecuaciones antígeno-enticuerpo”, permanecen inalterados. Se ha in­
tentado la demostración de esta premisa por dos caminos distintos.

1. Un antisuero adaptado de modo bastante estricto a un deter­
minado componente azoico (véase pág. 154) reacciona con todas las 
azoproteínas que contengan el mismo derivado diazoico independien­
temente de que la proteína a que éste se copula sea suero sanguíneo, 
eritrocitos o estromas de eritrocito, caseína, una proteína vegetal (teína, 
legumina) o gelatina o histona [K. Landsteiner y H. Lampl (1918), 
K. Landsteiner y J. van der Scheer (1934 a, 1939), PrEsman, 
Campbell y Pauling, M. Adant (1930 d), Glutton, Harrignton 
5 Yuill, N. Gutman y otros]. Por ello puede copularse el mismo 
componente azoico con dos proteínas distintas que no ofrezcan reac­
ciones de parentesco (por ejemplo, con suero de caballo y suero de 
gallina o con seroglobulinas y ovalbúmina), y utilizarse una de las 
azoproteínas obtenidas para efectuar la inmunización y lá otra como 
antígeno en la reacción in vitro; de esto parece deducirse que lo deci­
sivo para la reacción entre antígeno y anticuerpo en el tubo de ensayo 
es el componente azoico, mientras que, serol'ógicamente, la proteína 
queda excluida.

2. La inhibición específica de la reacción de precipitinas atesti­
gua una exclusión aun más completa del componente proteico al ope­
rar in vitro. J. Halban y K. Landsteiner ya establecieron en 1902’ 
que un exceso de antígeno inhibe la precipitación inmune. Si en la 
reacción de una azoproteína con su antisuero, el factor que determina 
la especificidad del antígeno fuera el derivado diazoico copulado a 
1a proteína (véase el punto primero), sería posible, como deduce K. 
Landsteiner^ mediante la saturación del1 anticuerpo por el compo­
nente azoico, inhibir la reacción de precipitación o de fijación del 
complemento entre la azoproteína y su anticuerpo. Esta hipótesis se 
ha comprobado experimentalmente por las más variadas combinaciones 
[K. Landsteiner (1920), Landsteiner y van der Scheer (1928, 
1929, 1932 a, 1931 b), F. Haurowitz y F. Breinl (1933), L. Pil- 
lemEr, Ecker y Martiensen].

En las pruebas de inhibición, la fijación específica del derivado

I

II
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azoico en el suero antiazoproteína se observa sólo de modo indirecto, 
por la inhibición de reacciones serológicas apreciables a simple vista. 
Ahora bien: Landsteiner y van der Scheen (1932 b, 1933) consi­
guieron también obtener reacciones serológicas directas (precipita­
ciones, desencadenamiento del choque anafiláctico) utilizando colo­
rantes azoicos de constitución conocida; por ejemplo, un derivado 
del ácido córohico, que posee la siguiente fórmula:

algunos derivados análogos de los ácidos pimélico y adípico. y otros 
colorantes azoicos.

Pero, en todo caso, el éxito de las reacciones serológicas, tanto 
directas como indirectas, con colorantes azoicos de constitución quí­
mica conocida y relativamente sencilla, está siempre ligada a la exis­
tencia del suero inmune correspondiente, que no puede obtenerse de 
otro modo que por la inmunización por una azoproteína. Lo anterior 
también es cierto, naturalmente, para los experimentos de anafilaxia 
activa; la sensibilización no se consigue más que mediante la azopro­
teína; con el derivado azoico exento de proteínas no se consigue sino 
desensibilizar, como previo, en 1922, R. Doerr y comprobó en 1924 
K. Landsteiner, o, en determinadas circunstancias (véase luego), 
desencadenar el choque, que en resumidas cuentas es una reacción 
producida en el organismo entre el anticuerpo preexistente y el anti­
geno administrado en ese momento.

En la azoproteína, con la que ha de obtenerse el antisuero, el de­
terminante químicamente conocido está combinado con la molécula 
proteica por intermedio del grupo azoico N = N, copulado con de­
terminados aminoácidos de la cadena peptídica. De los experimentes 
de S. B. Hooker y W. C. Boyd, citados en 1a página 153, así como 
de la circunstancia de que los antisueros obtenidos con azoproteínas 
manifiesten aún un resto de especificidad de especie, se deduce qué, 
tanto el lugar en que se verifica la copulación, como el conjunto de 
la molécula de la azoproteína, participan no sólo en la formación del 
anticuerpo, sino én la determinación de los detalles de su especifici­
dad. Con lo anterior están relacionados los resultados de experimentos 
de K. Landsteiner (1920), según los cuales las sales sódicas de los
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Influencia del componente químicamente conocido de losantÍ- 
GENOS COPULADOS SOBRE LA ESPECIFICIDAD DE LOS ANTICUERPOS

I. Determinaciones múltiples.

En un mismo componente azoico pueden coexistir varios determi­
nantes, por sencilla que sea la estructura de dicho componente.

El antisuero obtenido con ácido m-aminobenzosul;fónico diazota­
do, reacciona dé modo máximo con el ácido m-aminobenzosulfónico; 
también reacciona de modo intenso con el ácido o-aminobénzosulfó-

í>.

i. I
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aminoácidos aromáticos inhiben la reacción entre las azoprotemas (de 
dichos amirtoácidos) y los antisueros correspondientes de un modo 
menos intenso que las combinaciones azoicas de los aminoácidos con 
tirosina; también está relacionado con ello las observaciones de E. 
Berger y H. ErlENmeyer (1933), según las cuales los anticuerpos 
contra una azoproteína (de suero de cerdo y ácido sulfanílico diazo­
tado), que circulan en la sangre de un conejo inmunizado, no se con­
siguen saturar por Ja inyección intravenosa de ácido sulfanílico o de 
una sustancia que contenga el grupo SOsH, pero sí por la inyección 
de ácido tirosin-bis-azosulfanílico.

Así pues, si el antisuero obtenido con una azoproteína también 
icacciona in vitro con el derivado diazoico, sin duda existe una reac­
ción parcial, que no comprende el vaciado en el anticuerpo de todo el 
antígeno, sino tan sólo el de una parte, que ciertamente puede ser tan 
grande que no permita la determinación serológica del resto. Esta 
opinión no modifica en nada, naturalmente, el alcance que la investi­
gación con azoprotemas posee para demostrar que la especificidad del 
anticuerpo puede determinarse por estructuras químicas sencillas del 
antígeno y para el establecimiento del efecto determinante de deter­
minadas configuraciones químicas. Sin embargo, para esclarecer la 
especificidad de los anticuerpos obtenidos por inmunización con an- 
tigenos naturales, estas investigaciones no pueden aplicarse sino de 
modo indirecto y sus resultados han sido, sin duda, sobrepasados am­
pliamente por los del análisis de los antígenos bacterianos y de sus 
anticuerpos (véase el' volumen de “Antígenos”). Teniendo en cuenta 
estas circunstancias, basta con lo expuesto si nos limitamos a infor­
mar de los resultados de la investigación con azoproteínas, a los que 
cabe atribuir una importancia genera!, especialmente en lo que res­
pecta al conocimiento dé la formación y naturaleza! de los anticuerpos.

■¡i il
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nico, y manifiestamente con 
cambio reacciona débilmente 
no reacciona en absoluto con

Los determinantes existentes en la molécula de un componente 
diazoico pueden influir mutuamente, como había previsto R. Doerr 
(véase pág. 136), de modo que intervengan en la formación de los 
anticuerpos en distinta proporción. En este principio descansan las 
propiedades de los antisueros frente a azoproteínas, en cuya forma­
ción domina, en mayor o menor grado, el componente azoico del an- 
tígeno a la proteína en que va copulado. Está indudablemente justi­
ficado hablar de una “concurrencia de los determinantes” y de 
diversos grados de actividad o, aplicando la terminología usada al es­
tudiar los problemas de herencia, de determinantes dominantes y 
recesivos.

Como en otro lugar se ha expuesto, la influencia recíproca de los 
determinantes existentes en una misma molécula antigénica puede 
compararse con el fenómeno, conocido de antiguo, de la concurrencia 
entre dos o más antígenos. Como no se trata de una simple compa­
ración, sino de una relación estrecha, intercalaremos aquí algunas 
aclaraciones, siguiendo una comunicación de R. Doerr (1929 b pá­
gina 808 y siguiente).

Se sabe que para la obtención de precipitinas, aglutininas anti­
toxinas, etc., resulta decisivo no sólo la especie y la individualidad 
¿el animal que suministra el suero, sino también las propiedades par-

el ácido 4-amino-<2-toluosulfónico; en 
con el ácido 4-cloranilin-i3-sul fónico y 
el ácido p-aminobenzosulfónico ni con 

el m-aminobenzoico (véanse págs. 162 y ss.). A la primera ojeada se 
aprecia, pues, que funcionan como determinantes el ácido benzosul- 
íónico (el grupo SOsH, fijado en el anillo bencénico) y, por otra 
parte, la posición meta de la inserción.

Hay otros muchos ejemplos análogos. También es importante 
que se haya demostrado serológicamente la existencia en los antíge­
nos proteicos de una múltiple determinabilidad de constitución quí­
mica desconocida. S. B. Hooker y W. C. Boyd (1934) pudieron- 
convencerse, por los resultados de reacciones cruzadas entre ovalbú- 
minas cristalizadas de gallina y pato que en una molécula antigénica 
deben existir determinantes diversos, cualitativamente hablando; en 
sus experimentos se pusieron a cubierto de las impurezas existentes 
tu ambos preparados proteicos, de cuya homogeneidad molecular se- 
aseguraron previamente por otros métodos.

II. Concurrencia mutua de determinantes.
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ticulares de la sustancia utilizada como antígeno en 1a inmunización. 
Existen antígenos que regularmente y en breve plazo rinden anti­
cuerpos de elevado título, mientras que otros fallan con frecuencia, 
obligando a emplear procedimientos de inmunización forzada para 
legrar únicamente antisueros de escasa actividad. Las diferencias re­
saltan claramente en 1os ensayos de anafilaxia activa en cobayos; los 
antígenos activos los sensibilizan a dosis mínimas y tras un período 
de incubación breve, mientras que los antígenos “débiles” deben ad­
ministrarse en gran cantidad o ser inyectados reiteradamente para 
provocar el estado de anafilaxia, y esto sólo al cabo de un período 
largo. ' .

Si sobre el mismo organismo se hacen actuar simultáneamente dos 
antigenos de actividad distinta, puede observarse una inhibición total 
o parcial del más débil. Por ejemplo, los cobayos, que reciben simul­
táneamente o.oi mi. de suero de vaca y i,o mi. de suero de caballo, 
tardan más en sensibilizarse frente al suero de vaca, y lo hacen más 
débilmente que los animales testigo, preparados exclusivamente con 
o,oi mi. de suero de vaca. En este experimento un antígeno influye 
en la dosis efectiva del otro. Este efecto no contradice los resultados 
del experimento de R. Doerr y W. Berger (1922 c), quiénes sen­
sibilizaron cobayos con una mezcla de euglobulina y albúmina (obte­
nida de la misma muestra de suero de caballo). La euglobulina inhibió 
por completo la aparición de la anafilaxia contra la albúmina, mientras 
que se se administra una dosis de albúmina cien veces mayor no se 
impide en absoluto la sensibilizacón frente a la euglobulina. En este 
caso, por consiguiente, no se trata de una diferencia cuantitativa (de 
dosificación), sino cualitativa; la euglobulina se comporta como un 
antagonista inmunológico de la albúmina que posee un dinamismo 
mucho más enérgico e independiente.

Relaciones análogas se observan entre los determinantes de las azo- 
proteínas: relaciones que ya se manifiestan entre el grupo azoico y la 
pro teína, aunque en esté caso podría objetarse que la reducción de 
actividad que se observa en la proteína pudiera deberse a que sufre 
modificaciones al copularse con el diazorco.

El fenómeno aparece con más claridad en la distinta actividad de 
los grupos químicos que se comportan como determinantes inmuno- 
lógicos dentro del grupo diazoico mismo. La especificidad de los anti­
sueros con respecto a las qzoproteínas está condicionada de modo 
particularmente intenso por los grupos ácidos fijados al anillo ben- 
cénico [Landsteiner y H. Lampl (1918) y K.. Landsteiner (1920)]i 
Si se diazotan los tres ácidosI



i6iConcurrencia mutua de determinantes

< 1:;p ■.

( > - COOH \ y.;
Acido benzoico.-, [ r • -

I | — Ai O3H> , > 

j f > 'L
Acido benzolsul fónico, - Acido benzoico.-jr ■ ...Acido benzolarsínico. t
- 'I ■ "■ ' ’ ■ . ■ / ••• r .

y cada uno dé estos tres ácidos diazotados se copula a una proteína; 
se obtienen azoproteinas, que producen anticuerpos de distinta espe­
cificidad. Los antisueros obtenidos con el ácido sulfónico no/reaccio­
nan, o reaccionan débilmente, con los antígenos que poseen el ácido 
carboxílico y, recíprocamente, los antígenos obtenidos: con derivados 
de los ácidos carboxílicos sólo excepcionalmente reaccionan con los 
antígenos que contienen ácido sulfónico. Por el contrario, los antisue­
ros obtenidos con derivados de ácido sulfónico manifiestan una especie 
de “especificidad dominante de ácido sulfónico” que les permite re­
accionar cón diversas sustancias con carácter de ácido sulfónico. La 
especificidad del ácido arsínico es aún más acusada, ya que los anti­
sueros obtenidos con derivados del ácido benzolarsínico reaccionan 
con un número mayor ó menor de antígenos qué poseen los grupos 
ASO3H2, pero no con otros antígenos [LandsteinER y Lampe (1918); 
K. LandsteinER (1920), H. Erlenmeyer y E. Berger-(1933 • a)¡. 
A. Erlenmeyer y E. Berger (1933 a) han señalado que el cambio 
del grupo SO$H por él SO2H (de ácido benzolsulfónico por ácido 
benzosulfínico) modifica la especificidad. * •••*•; r:

En oposición a lo que sucede con los grupos ácidos, las sustitu­
ciones con los grupos halógeno, metilo, metoxilo o nitro no influyen 
más que en corto grado éh la especificidad de los anticuerpos produ­
cidos. LandsteinER y J. van der Scheer (1927) obtuvieron anti­
sueros con anilina diazotada y observaron que tales antisueros reac­
cionan no sólo con anilina, sino: con o-toluidina, o-cloranilina, 
m-toluidina, m-bromanilina, p-bromanilina, p-yodanilina, 3 - nitro- 
4-metilanilina ; en . una palabra, con todas-las combinaciones benzóli- 
cas mono o bi sustituidas de este, tipo ;- tan sólo e! grupo NO2 posee 
un carácter algo más dominante, como también demuestran las re­
acciones del antisueró obtenido con p^nitranilina. • : — r.

También se pone de manifiesto de modo muy característico el 
contraste entre e! comportamiento de los grupos ácidos y el de los 
sustituyentes que no influyen más que débilmente sobre la especi­
ficidad, en la observación de que los sueros anti-anilina no dan reac­
ción de precipitinas con antígenos que contienen grupos ácidos, ni, 
recíprocamente, los antisueros obtenidos con antígenos con grupos

*- * 11

i
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ácidos reaccionan con las azoproteínas obtenidas a partir de anilina o 
p-toluidina [Landsteiner y J. van der Scheer (1927)].

Pero no debe olvidarse que en todos los casos considerados tanto 
los grupos ácidos como los sustituyentes con determinabilidad escasa 
se encuentran fijados en un anillo bencénico o en un núcleo aún más 
complicado, y que por ello su acción no se acusa de modo indepen­
diente, sino que todo el componente azoico debe considerarse como 
una gran molécula influida por ellos. Por consiguiente, al hablar del 
dfecto de un grupo ácido sobre el antígeno o sobre la especificidad 
del anticuerpo se emplea una expresión abreviada; análogamente, los 
grupos ácidos no se pueden comparar con los hológeno, metilo, meto- 
xilo y nitro más que sustituyendo un átomo de hidrógeno del anillo 
bencénico.

Por lo demás, las dos categorías de sustituyentes ácidos y neutros 
no pueden separarse entre sí de modo acusado. El efecto determi- 
nante de un grupo ácido, por ejemplo, del SO3H, puede inhibirse por 
otro determinante, como puede observarse en el conocido ejemplo 
(página 158) del distinto comportamiento como antígeno de los» ácidos 
o-aminobenzosúlfónico y p-aminobenzosulfónico. Asimismo, K. 
Landsteiner y H. Lampl (1918) y Landsteiner y van der 
Scheer (1927) pudieton demostrar, mediante diversos experimentos, 
que precisamente en los antígenos que poseen grupos ácidos la espe­
cificidad puede influirse de modo mucho más intenso que en los antí­
genos neutros por la introducción de sustituyentes nuevos. A su vez, 
entre los grupos neutros, el grupo carbonilo [ > C = O] y el grupo 
CONH- se comportan de modo excepcional, ya que los anticuerpos 
obtenidos con anilina, o-cloranilina o p-toluidina, a pesar de su amplio 
campo de reacción, no reaccionan o lo hacen muy débilmente con las 
azoproteínas obtenidas con acetil-p-fenilendiamina o p-aminoacetofe- 
nona [Landsteiner y van der Scheer (1927)].
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nh2
Acido m-

NH2
Acido o-aminobenzoico.

proteínas, se obtienen 
ellas se preparan los 
El o-antisuero, como

NH,
Acido p-aminobencenosulfónico.

NHj
Acido in-amiuobenzolarsínico.

so3h

NHj

Acido o-

azoproteínas, e inmunizando conejos con 
antisueros precipitantes correspondientes.

[ JCOOH| | O3H2

*j SO’H

I

•Observando estas reacciones, como también, por ejemplo, las de 
los m-antisueros con los ácidos m-aminobenzosulfónico y m-amino- 
benzolarsínico, se recibe la impresión de que lo que condiciona la 
formación de anticuerpos no es 1a naturaleza del derivado azoico 
copulado con la proteína, es decir la combinación aromática diazotada, 
sino la isomería de posición, esto es, la posición recíproca de las ca- 

. denas laterales en el anilló bencénico o, en expresión de M. Mache- 
poeuf (1993, pág- 125), la “configuración geométrica”. Esto se ma­
nifiesta muy claramente en el hecho de que un antisuero para el ácido 
o-aminobenzoico reacciona con el antígeno homólogo con la misma

tres 
tres 
puede designársele abreviadamente, reacciona 

únicamente con la o-azoproteína y débilmente con la m-azoproteína 
(así como con el ácido 4-bromanilin-2-sulfónico), ¡pero no con la 
azoproteína del ácido p-aminobenzosulfónico. El m-antisuero no sola­
mente reacciona con el antígeno obtenido del ácido m-aminobenceno- 
sulfónico (es decir, con el antígeno homólogo), sino también con la 
combinación orto, con el ácido m-aminobenzolarsínico’ y con el ácido 
4-aminotoluol-2-isulfónico. Finalmente, el p-antisuero reacciona fuer­
temente con la azoproteína homologa y con la azoproteína obtenida 
con el ácido 6-aminotoluol-3-sulfónico, también sustituido en posición 
para; reacciona débilmente con el ácido m-aminobenzolsulfónico y no 
reacciona en absoluto con el o-aminobenzolsulfónico [K. Landstéi- 
ner y H. Lampe (1918), K. Landsteiner y J. van der Sheer 
(1936)]-
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fuerza que con un antígeno del ácido o-am i nobenzolsul fónico, a pesar 
de la gran diferencia de los* grupos ácidos (COOH y SO3H).

Por otra parte, también se observan reacciones cruzadas entre las 
combinaciones orto, meta y para cuando la estructura de los determi­
nantes copulados, hecha abstracción de la isomería, es igual o seme­
jante, como puede observarse en los ejemplos citados de la reacción 
entre un antisuero para el ácido o-aminobenzosulfónico, con el isómero 
meta. La isomería de posición en ciertas circunstancias puede presen­
tar el carácter de determinante inmunoquímico; pero de ningún modo 
lo hace siempre; en general, determina con tanta más energía cuanto 
más alejados estén ambos sustituyentes en el anillo bencénico; es 
decir, el efecto determinante crece con la serie orto, meta y para. 
También puede darse el caso, tratándose de reacciones con antígenos 
heterólogos, pero con sustituyentes del mismo tipo, de que la isomería 
de posición sólo aparezca cuando se cumplan determinadas condi­
ciones independientes de la isomería. Esto puede observarse en la 
tabla 10, que resume los resultados de las investigaciones de K. 
Landsteiner y J. van der Scheer (1934 a) en un esquema publi­
cado por K. Landsteiner (1945, pág. 171). Cuanto más largas sean 
las cadenas laterales alifáticas que poseen los antígenos con que se 
inmuniza, tanto más numerosas son las reacciones con las combina­
ciones para heterólogas (véase pág; 169).

í e
I 
:.i.-
? ih’ 

i
r¡

Acido p-aminooxaníli­
tó L... .. .. .. .. .. ..... í

Acido p-aminofluccin- 
anílico 2.............. . . .

Acido p-aminoadipaníli-
. co 3....................... V.

Acido p-amínoauberaní- 
lico 4..............................
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H2N NH.CO.COOH1

NH . CO (CHi), COOHH2N2

NH . CO (CH2)4 COOHh2n3

NH CO (CH2)6 COOHh3n4

La especificidad de los compuestos estereoisómeros.IV.

f.

L

COOH 
I 

H-C-OH 
. I 

HO-C-H 
I

COOH
Acido r-tártárico.

COOH

HO-C-H

H-C-OH 
I 

COOH
Acido 1-tartárico.

• iJ>

COOH
I A 

H-C-OH •<

H-C-OH
I oí

COOH ;
Acido m-tartárico.

•• .. ' J. .-■>

Por su transformación en los ácidos aminotartranilicos, por la 
diazotación de éstos y, finalmente, por su copulación en proteínas se 
obtienen tres antígenos y los tres antisueros correspondientes. Efec­
tuando las reacciones in.'vitro homologas -y cruzadas se observa cpie 
el 1-antisuero reacciona fuertemente con el 1-antígeno, pero; muy 
débilmente con los r- y m-antígenos, y que de modo análogo se com­
portan los r- y m-antisueros. Además, los antisüerós 1- y r- manifies-

La especificidad que ofrecen los isómeros de posición, con fre­
cuencia muy acusada (véase pág. 162), encuentra una réplica en las 
diferencias de especificidad que manifiestan los compuestos estero- 
isómeros, es decir, las sustancias cuya isomería radica en las dife­
rencias de configuración espacial de sus moléculas.

Los primeros ejemplos fueron dados a conocer por K. Land- 
steiner y van der Scheer (1928, 1929), y se refiere a dos colo­
rantes isómeros, los ácidos d- y 1-paraaminobenzoilfenilaminoacético 
y a los tres ácidos tartáricos isómeros.

Observaciones: En los antígenos se señalan con n el número dé grupos CH2 
que las cadenas laterales correspondientes poseen en la fórmula general 
NH2 . C6H4 . NH . CO . (CH2)nCOH.—Los antígenos, que encabezan las 
columnas, obedecen todos a la fórmula general HN2 - C6H4 . COOH (ácido 
aminobenzoico) o NH2 . C¿H4 . (CH2)n . COOH.
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En la misma categoría hay que incluir la diferenciación serológica 
entre el p-aminofenol-(3-glucósido y el p-aminofenol-p-galac£ósido:
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que permite la copulación con una proteína, dando origen a un com­
puesto capaz de formar anticuerpos; en una serie de. experimentos, 
ambos derivados diazoicos se copulan a la misma protéína, y en otra 
serié,3a proteínas distintas, tanto química como serológicamente. En 
el segundo caso, las glucoproteínas muestran una especificidad sero­
lógica común; pero en el primero se comportan como serológicamente 
diferentes, diferencia que, mediante reacciones de inhibición espe­
cífica, se acusa incluso para glucósidos no enlazados a proteínas, si 
se practica la reacción de inhibición (precipitación) con una glucopro- 
teína y su antisuero [O. T. Avery y W. F. Goebel (1929)]. Los 
glucósidos esteroisóméros a- y (3- no se comportan siempre como 
antígenos totalmente equivalentes, pero presentan reacciones de pa- 
rentesco [W. F. Goebel, Babers y Avery, Avery, Goebel y? Ba- 
bers]. El acétil-(3-glucósido no da sino una débil reacción de precipi- 
tmas con un suero anti-a-glucósido y no reacciona en absoluto con un 
suero anti-a-galactósÜdó [W. F. Goebel y colaboradores, Avery,

-O-C-h

H - C - OH | 
1 I

HO-C-H O

H - C - OH

H-C

H, = C - OH 
p-aminofenol-(3-glucósido.

tan capacidad de reaccionar con los antígenos 1- y r- obtenidos a partir 
del ácido málico ópticamente activo, por lo que parece que la rota­
ción determina específicamente la especificidad antigénica, y, como 
sucede con la isomería de posición, la configuración actúa como de­
terminante, incluso cuando se observa diferencia en la estructura 
química.

> - O - C - H
------' --------------i

H-C-OH

HO-C-H o

HO-C-H I
H -

h2 » c - OH
p-aminofenol-P-galactósído.
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I

(1) Con él nombre de compuestos isósteros se designan sustancias muy 
semejantes en estructura química y en propiedades físicas, por lo que con fre­
cuencia se reemplazan mutuamente en los cristales.

(a) Acido sulfanílico — H2N . C0H4SO3H; ácido benzolsulfónico = 
=. C0H5SO3H ; ácido benzolselenónico = C6HBSeO3N, y ácido benzolsulti- 
nico = GBHBS02IL-!*• rroi-i . ' - ' . ■

Goebel y Babers], de lo que se deduce que la influencia determinante 
del grupo acetilo predomina enérgicamente sobre el factor nacido de 
la estereoisomería.

Es probable que la estereoisomería juegue también un papel en 
los p-aminofenoles de los disacáridos maltosa, celobiosa, genciobiosa 
y galactosa, investigados por un método análogo por Goebel, Avery 
y Babers (J. Exp. Med. 60, 599 (1934), Ya que Ia especificidad de 
los anticuerpos obtenidos parecía más acusada cuando la hexosa ter­
minal pertenecía al tipo 3 que cuando pertenecía al a. Sin embargo, 
la especificidad de los disacáridos puede estar influida por otros fac­
tores en grado muy intenso (configuración del total de la molécula, 
naturaleza de la hexosa terminal y modo de enlazarse las dos unidades 
de hexosa en el disacárido).

V. Combinaciones isósteros.

H. Erlenmeyer y E. Berger (1932 a) observan que las azopro- 
teínas preparadas con tres compuestos isósteros (1), es decir, con 
sustancias que poseen igual actividad de campo (p-aminodifeniléter, 
p-aminodifenilamina y p-aminodifenilmetano), se comportan seroló- 
gicamente de modo tan semejante que no pueden distinguirse por este 
procedimiento; en cambio, con los sueros inmunes de las sustancias 
isósteras citadas no reacciona la p-aminodi!fenilcetona. sustancia quí­
mica semejante, pero no isóstera. Un suero inmune, obtenido con una 
proteína copulada con ácido sulfanílico reacciona, en pruebas de inhi­
bición, con el ácido benzolsulfónico y con el ácido, de campo análogo, 
benzolselenónico (2), pero no con el ácido benzolsulfínico [ErlEn.-* 
meyer y Berger (1933 a)]. Los autores citados observan entre el 
benzol y el tiofeno una identidad o semejanza serológica ¡fundada en 
el mismo principio [Erlenmeyer y Berger (1933 b)] 1 asimismo, la 
reacción de precipitinas entre un antisuero obtenido con 2-amino- 
tiazol y su antígeno se inhibe casi con 1a misma fuerza por amino- 
tiazol y por aminopiridina [E. Berger]. (
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VII. Las azoprotcínas obtenidas a partir de péptidps.

Las primeras investigaciones que se efectuaron en este campo 
fueron emprendidas por K. Landsteinkr y J. van der Scheer 
(1932 a, 1934 a, 1939), que utilizaron para este fin cuatro péptidos 
sencillos: glicil—glicina, glicil—d,l-leucina. d,l-leucil—glicina y d,l-1eu-

ií 
’• ‘l 

i

Por último, H. ErlenmEyer y E. Berger (1934), a partir de la 
i-fenil-2,-3-dimetil-4-amino-5-pirazolona (amidoantipirina), obtuvieron 
una azoproteína y el antisuero correspondiente y comprobaron el 
efecto inhibidor de diferentes derivados pirazolónicos sobre la reac­
ción entre la azoproteína y su antisuero; observaron que sólo la inhi­
ben los derivados que poseen el grupo C0H5.N-N.CH3, al que tam­
bién se atribuye la acción farmacológica de la antipirina.

VI. Longitud de la cadena lateral alifática (Del anillo bencénico.

K. Landsteiner y J. van der Scheer (1934 a) han señalado 
que, serológicamente, se distinguen entre sí el ácido benzoico 
(C0H5COOH) y el, ácido fenil acético (C0H5 . CH2COOH), mientras 
que ya no se diferencian los ácidos fenilbutírico (CcH5(CH2)3COOH) 
y fenilcaprónico (CgH5(CH2)5COOH). Es decir, que lá prolongación 
por un solo átomo de carbono de la breve cadena lateral del ácido 
benzoico ejerce una influencia manifiesta, mientras que carece de 
efecto el salto de cuatro a seis' átomos.

De modo análogo se comportan las sustancias que se recogen en 
la tabla 10. Los antisueros obtenidos con los ácidos anílicos inferiores 
(ácidos oxanílico, y succinanílico) no reaccionan más que con los anti­
genos homólogos, y no con antígenos que sólo difieran de ellos en 
poseer en la cadena lateral un átomo de carbono más o menos. Por 
el contrario, los ácidos anílicos superiores resultan mucho menos sen­
sibles a este respecto, ya que sus antisueros reaccionan con un gran 
campo de sustancias emparentadas. ■ ’1‘ M 7 -
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TABLA 11 (1)

Suero inmune contra
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=
= 
I

Glicil-álicina . 
Glicil-leucina. 
Leucil-álicina 
Leucil-leucina

Glicil-
¿licina.

Leucil- 
glicina.

Leucil- 
leucina.

Glicil- 
leucina.

O

O +
++±

o
+ •••
o

o
o +++ 
o

o 
tuxbidez

O 
4-4-

NH2-C6H4-CO-NH-CH2-CO-NH-CH2-COOH

(p-aminobenzoil-glicil-glicina); estas sustancias pueden diazotarse y 
copularse con proteínas (para efectuar inmunizaciones, en general, 
con suero de caballo, y para efectuar reacciones ín vitro [precipita­
ción e inhibición específica] con suero de gallina). Las reacciones de 
precipitación se exponen en la tabla siguiente, tomada de Landstei- 
N’ER y VAN DER SCHEER (1932 a) :

cil—d,l-leucina. Para conseguir antígenos a partir de estos dipéptidos 
se trataron primero con cloruro de p-nitrobenzoilo y después los grupos 
NO2 se redujeron a NH2, de modo que se obtuvieron sustancias de 
Ja fórmula

Los resultados de 1a tabla señalan que la especificidad está de­
terminada, en primer lugar, por el aminoácido terminal, cuyo carbo- 
xilo está libre, y, en segundo lugar, por el otro aminoácido.

A esta afirmación sigue inmediatamente la consecuencia de que 
los componentes de los dipéptidos, los aminoácidos, deben también 
poseer especificidad serológica, lo que confirmaron J. van der Scheer 
y LandstEiner con auxilio de la misma técnica; sólo se pueden ob­
servar reacciones de parentesco entre aminoácidos de estructura muy 
semejante, como, por ejemplo, entre glicocola y alanina, valina y leu- 
cina, asparragina y ácido glutámico. ' .••••.•, v.

Por Qtra parte, estos autores ampliaron también sus investigacio­
nes, dirigiéndolas hacia los péptidos superiores (1934 b, T939)» utili- 
zandó antisueros contra tfi- y pentapéptidos que constaban exclusi- 

' '. ■ •• 1 • '• ■■■ ■■• ' no- nóiy.' ■

(1) Cinco gotas de antisuer.o 4- 0,2 mi. de antígeno (1 : 500); las lecturas 
se efectúan a las dos horas de mantener lá mezcla a la temperatura del labo­
ratorio. -

Antigeno de
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VIII. La especificidad del anticuerpo como función del proceso de 
inmunización

Si está justificado admitir qué los determinantes de una molécula 
de antígeno dependen unos de otros y además que difieren entre sí, 
especialmente en su dinámica, parece a priori bastante verosímil que 
pueda influirse sobre la especificidad del anticuerpo, variando la du­
ración e intensidad dél proceso de inmunización, influencia debida a 
que al prolongar su acción se consigue que actúen también los deter­
minantes más débiles, es decir, menos activos, con la consecuencia de 
disminuir la especificidad o, dicho de otro modo, de extender el cam? 
po de reacción. Así sucede, efectivamente. . .

La primera observación de este tipo fué efectuada por M agnus 
(1908) en experimentos de inmunización con extractos vegetales. Con 
sus resultados coincidieron los de los experimentos efectuados por 
Wells y Osborne (1913, 1916) con proteínas vegetales, y G. MeiS- 
ner, en 1923, observó que el suero de conejo conseguido por inmu­
nización prolongada con sueros de vaca o dé hombre contiene preci- 
pitinas para sueros de otras especies, precipitinas cuyo título en mu­
chos casos es considerablemente elevado. También hay que mencionar 
las experiencias de H. Rósli (1929), según las cuales los cobayos

vamente de glicina y tirosina, contra el tripéptido glutation, constituido 
por ácido glutámico, cisteína y glicina, y contra dos pentapeptidamidas, 
efectuando con ellos pruebas de precipitación y de inhibición con una 
serie de péptidos de estructura análoga. También aquí se observa la 
influencia que sobre la especificidad ejerce al aminoácido terminal, 
influencia que se pone de manifiesto por la mayor frecuencia de las 
reacciones cruzadas con antígenos, en los que sea idéntico este miem­
bro de la cadena peptídica. La transformación de los pentapéptidos 
en pentapentidamidas da lugar 
ficidad, evidentemente debido a 
terminales en grupos anímicos; en sentido análogo habla la obser­
vación de que las reacciones dominantes en las amidas no estén con­
dicionadas por el grupo amídico terminal, sino por otras partes de 
la molécula. Por último, en los tri y pentapéptidos constituidos ex­
clusivamente por glicina y leucina, un fuerte desplazamiento de un 
aminoácido en la molécula provoca una modificación de la especi­
ficidad; esto se observa, por ejemplo, al comparar el comportamiento 
de los tripéptidos glicil-glicil-leucina, glicil-leucil-glicina y leucil-glici!- 
glicina.   -
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sensibilizados por inyecciones repetidas de diversos antígenos (sueros 
de especies extrañas) terminan por responder con choque anafiláctico 
a la inyección de antígenos con los que nunca habían sido previamente 
tratados. -

Años más tarde volvió a insistirse sobre este tema, utilizando 
como antígenos, en unos casos, proteínas animales purificadas, y en 
otros, azoproteínas [S. B. HookEr y W. C. Boyd (1933 b, 1934, 
1936 b, 1939, 1941 c), M. Heidelberger y F. E. Kendall (1935 d); 
S. Malkiel y W. C. Boyd, A. M. Pappenheimer (1937), K. Land- 
STEINER y van del SctTeer (1936, 1931 b, 1940)]. Los resultados de 
estos experimentos coinciden con los de las experiencias anteriores, 
en que en el curso de la inmunización con un mismo antígeno se va 
modificando la reactividad de los antisueros, entre otros en el sentido 
de ampliarse el campo de reacción. Merecen especial mención los 
experimentos de S. B. HookEr y W. C. Boyd (1939. 1941 c)> quie­
nes prepararon azoproteínas con el ácido p-aminobenzoico; para la 
inmunización copularon el ácido p-aminobenzoico diazotado con una 
hemocianina (de un Limúlus), y como antígeno testigo emplearon la 
p-aminobenzoico-caseína e investigaron cuáles eran los compuestos, 
más o menos emparentados con el ácido p-aminobenzoico, que inhibían 
la precipitación entre el antisuero y el antígeno testigo. Según sus 
resultados, los antisueros obtenidos en las últimas sangrías se inhiben 
por determinados haptenos heterólogos (ácido ciclohexanocarboxílico) 
que no inhibe, en cambio, la reacción entre los antisueros de las pri­
meras sangrías con el antígeno homólogo testigo.
1 Se ha intentado explicar de diversos modos este ensanchamiento 
del campo de reacción. Se han emitido las siguientes hipótesis:

i.° El antígeno, químicamente unitario, posee determinantes do­
minantes y otros con menor actividad; al principio se forman anti­
cuerpos contra los grupos dominantes, y sólo posteriormente anti­
cuerpos contra los determinantes de actividad menos enérgica.

2.0 Al antígeno unitario corresponde un anticuerpo también uni­
tario, cuyos grupos reactivos (“anti-xleterminantes”) aumentan du­
rante el curso de la inmunización de modo que las sangrías posteriores 
rinden una cantidad creciente de anticuerpos polivalentes/

3.0 No es forzoso que el anticuerpo unitario contenga en su mo­
lécula varios grupos capaces de fijar el antígeno (anti-determinantes); 
bastaría un solo grupo capaz de fijarlo (de reaccionar con él) siempre 
que se admita qué este grupo se modifica durante el curso de la inmu­
nización, volviéndose mayor y más complicado en el sentido de adap­
tarse más perfectamente al antígeno. En los anticuerpos de las san-
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grías posteriores el antígeno homólogo reacciona con la totalidad del 
grupo que lo fija, mientras que los antigenos o haptenos heterólogos 
sólo con una parte del mismo.

En el caso especial investigado por Hooker y Boyd, estos autores 
se inclinaron hacia la tercera hipótesis; pero suponen que en otros 
casos, a saber, cuando el hapteno sea más sencillo que el ácido 
p-aminobenzoico, puede producirse e! mecanismo señalado en primer 
lugar. f

El ensanchamiento de! campo de reacción producido por una 
inmunización forzada parece más considerable con las proteínas na­
turales que con las azoproteínas. Pero como en aquéllas (especial­
mente en las seroproteínas) se trata de modificaciones de la especi? 
ficidad de especie, sobre cuyos fundamentos químicos no estamos 
suficientemente informados, no se puede hacer ninguna comparación 
conveniente entre los antígenos naturales (específicos de especie) y 
los antígenos complejos artificiales. En mi opinión, no se ha investi­
gado suficientemente cómo se modifica la especificidad del anticuerpo 
por una inmunización prolongada con di, tri, tetra, pentapéptidos-, et­
cétera, copulados. :r. • .. - ' * Arrí ■

Por lo demás, la hiperinmunización no sólo influye sobre la am­
plitud del campo de reacción del anticuerpo, sino sobré su capacidad 
de enlace [M. Heidelberger y F. E. Kendall (1935 d), Heidel? 
berger, H. T. TreffErs y M. Mayer, A. M. Pappenheimér jr. 
(1940), S. Malkiel y W. C. Boyd] , y también puede dar lugar a 
modificaciones físicas, por ejemplo, á la destrucción de las moléculas 
pesadas de anticuerpos (E. A. Kabat) y al cambio de la localización 
de los anticuerpos en las fracciones de globulina dél antisuero [J. van 
der SchEer, J. B. Lagsdin y R. W. Wyqkoff, S. Raffel, Ch. F. 
Pait y M. C. Terry, S. Raffel y M. C. Terry]. ■■

IX. Resumen de los resultados obtenidos con azoproteínas. in
' '' ■ ’ -■ •••;•. • -J i

Además de los expuestos en la literatura inmunoquímica se en­
cuentra aún una magnífica serie dé otros resultados importantes. Sé 
deben a experimentos que, desde el punto de vista químico, se variaron 
con arreglo a un plan, pero de los cuales, considerados- biológicamen­
te, no sé esperaba sino un provecho empírico, por lo. que los experí; 
mentadores mismos, y muchos autores, al referirse a tales resultados 
han de exteriorizar su asombró sobre el carácter del fruto? de la ex? 
perímeritación. !• -••• ■/ • tov .non':. .7

Sólo posteriormente se ha procurado'deducir, dé los descubrí-:

I ¡V j I ¡i id

V I b
■ 1’1
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miéntos serológicos el motivo genuino de la actividad de los determi­
nantes. Inicialmente, K. Landsteiner (1920), registrando los hechos 
más que interpretándolos, apreció el predominio dinámico de los 
grupos ácidos sobre los neutros; Haurowitz (1942, 1943) comu­
nicó posteriormente-qué podía obtenerse un antígéno por la diazota- 
ción de una base amónica fuerte (hidróxido de m-aminofeniltrimetil- 
amonio) y su ulterior copulación con suero de oveja, antígéno en que 
la base de amonio actúa como determinante. Según Haurowitz (1943), 
no es 1a acidez en sí misma lo que decide el efecto determinante, sino 
su carácter polar (1), bajo cuya influencia se forman en el organismo 
las globulinas inmunes (los anticuerpos), o, dicho con más precisión, 
los antideterminantes (grupos reactivos) de las globulinas inmunes 
correspondientes a los grupos polares del antígéno, con los que pue-- 
den reaccionar. Los grupos ácidos deben su efecto determinante a su 
polaridad; por consiguiente, convendría sustituir las denominaciones 
"ácido” y "neutro” por las de "polar” (heteropolar) y "no polar” 
(homeopojar). Los trabajos citados de Haurowitz rio han sido los 
primeros en que se ha intentado interpretar, a la luz de las nuevas con­
cepciones sobre la estructura del átomo y de la molécula, los resulta­
dos obtenidos con los métodos de la química clásica; hacia 1I932» 
diversos autores abordaron este mismo propósito con independencia 
y simultaneidad. ErlenmEyer y Berger (1932 a, 1932 b), por ejem­
plo, señalan que "para relacionar los antígenos y la especificidad de 
los anticuerpos con la nueva química estructural hay que tener en 
cuenta los nuevos conceptos de campos atómicos y moleculares” 
(1932), ya que no pueden diferenciarse entre sí. serológicamente las 
sustancias que poseen igual acción de campo, mientras que las dife­
rencias en ésta acción se traducen en los diversos modos de reaccio­
nar de los anticuerpos (véase pág. 167). En 1933, Haurowitz y F.

(1) Suponemos conocido el concepto de polaridad. Observaremos sólo bre­
vemente que las sustancias polares se caracterizan porque en estado sólido están 
constituidas por una red. de iones y que en estado líquido se disocian por com­
pleto en iones, conductores de electricidad. Las sustancias no polares en estado 
sólido están constituidas por redes de átomos o de moléculas y en estado líquido 
no conducen la electricidad. A las sustancias no polares pertenecen aquellas 
cuyas moléculas están compuestas de átomos con valencia del mismo sentido 
(Ho, O2, No, «Cl2). Las sales (Na + C1 —\ etc.) son polares. La polaridad puede 
ofrecer grades. La medida de la polaridad de una molécula es su momento 
dipolar p = e en cuya fórmula e significa la carga eléctrica, £ la distancia 
entre las caigas positiva y negativa del dipolo (de las dos cangas opuestas que 
posee la molécula) (véase E. Riesenfeld, pág. 133).
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en las que R significa O, CH2 ó NH, presentan un comportamiento 
inmunológico semejante y difieren netamente de las combinaciones 
en las que en el lugar de R figura el grupo CO [H. ErlenmEyer y 
E. Berger (1932 a)]. Sin embargo, John Jacobs, en experimentos 
efectuados con el éter p-aminodifenílico, el p-aminodifenilmetano y 
la p-aminobenzofenona,

r - ..........  - T, 71

Breinl (1933) señalaron las diferencias entre el As y Sb (diferen­
cias que también habían observado Erlenmeyer y Berger (1932 b) 
en sus investigaciones con los ácidos p-aminofenilarsínico y p-amino- 
fénilestibínico), y entre el arsénico- trivalente y el pentavalente. En 
1938 se había avanzado tanto en esta dirección, que J. R. Marrack 
(1938) pudo ofrecer en su conocida monografía una exposición de 
conjunto de la influencia que la polaridad ejerce sobre el poder deter­
minante de los grupos químicos del antígeno; en este trabajo también 
aporta como argumentos los antiguos trabajos de LandsteinER y su 
escuela, no sólo con el fin de aducir más pruebas experimentales de 
la importancia de las fuerzas físicas que se manifiestan en la polari­
dad y eñ la acción de campo, sino también con el de coordinar en la 
nueva teoría todo el material experimental1 reunido en trabajos condu­
cidos por hipótesis distintas. En ambas direcciones consiguió efectuar 
un trabajo constructivo, estableciendo que las reacciones serológicas 
observadas en el tubo de ensayo justifican en general* las considera­
ciones físico-químicas. Sin embargo, en algún caso particular también 
se observan contradicciones. Por ejemplo, las combinaciones de la 
forma - -

•I '!

W
I

j
-X

■ - > 11

' ..... . .......

observa que las tres sustancias presentan (en contra de lo previsible) 
reacciones cruzadas y que un antisuero obtenido con p-aminodifenilo



Resumen de los resultados obtenidos 175

> NHa
¡

nh2

I
Cl 
II

ch3
III

con az o proteínas

NH2

so3h

reacciona con Jas tres sustancias citadas casi con la misma intensidad. 
J. R. Marrack (1938, pág. 119), al referir este descubrimiento de 
Jacobs, estima probable que la especificidad de estas reacciones sero- 
lógicas esté determinada no sólo por el campo eléctrico en las proxi­
midades de R, sino por otros factores.

Se observa otra discordancia en el descubrimiento de K. Land- 
steiner y H. Lampe (1918), de que el antisuero obtenido a partir 
del ácido o-aminobenzosulfónico (es decir, de la azoproteína preparada

a partir de éste) no reacciona con azoproteínas obtenidas con dicho 
ácido sustituido en posición meta con respecto al grupo SO3H, 
por Cl ó por CH3. Por consiguiente, tales antígenos tienen en común 
cl anillo bencénico, los grupos NH2 y SO3H y su posición recíproca 
orto; también es idéntico el lugar en que se introduce el Cl en un 
caso y de CHS en el otro; ahora bien, la introducción de los sustitu- 

• yentés no polares Cl ó CH3 cambia profundamente la especificidad. 
Por el contrario, no se observan diferencias entre los productos de 
sustitución, designados en el esquema anterior por II y III; de modo 
que el antisuero obtenido con el II reacciona con una azoproteína 
obtenida con el III, y recíprocamente; es decir, que ambos grupos no 
polares resultan equivalentes en su efecto modificador de la especi­
ficidad del ácido o-aminobenzosulfónico. Al faltar el grupo SO3H, 
las sustancias resultantes, anilina, p-cloranilina y p-toluidina, difieren 
poco entre sí en los ensayos de reacción cruzada [K. Landsteiner 
y J. van der Scheer (1927)], de modo que el efecto determinante de 
los Cl y CH3, situados en posición para con respecto a NH2, depende 
de la presencia del grupo SOsH, o al menos está intensamente influí 
do por ella. El mecanismo de este comportamiento permanece comple­
tamente oscuro. S n

Puede decirse que actualmente no es posible predecir, sino en 
muy contados casos, la especificidad de un anticuerpo frente a un

NHa
f \ SO3H



El anticuerpo considerado con respecto al antigeno176

i.

1;-P

■ 

fe

í -|

I

I 
i' !¡

!
T

I í

antígeno aún no investigado, a pesar de la suma de conocimientos de 
detalle en casos particulares que s\e ha ido amontonando. La situa­
ción, no obstante, ha progresado en que antes, cuando se operaba con 
fórmulas químicas transcritas del modo habitual, sólo podía indicarse, 
en unos casos, 1a identidad o semejanza serológica, a pesar de las 
grandes diferencias de la composición química, o inversamente; en 
otros, lo acusado de la especificidad en combinaciones químicamente 
análogas; pero no se podía aducir una explicación general para estos 
hechos. La aplicación de la concepción electrónica de la estructura 
del átomo y de la molécula, así como la de las ideas actuales acerca 
de las fuerzas intra e intermoleculares, a los fenómenos de la espe­
cificidad serológica pueden suministrarnos el lazo buscado entre todos 
los hechos de observación aparentemente inconexos, aunque hasta la 
fecha sólo se haya estudiado desde este punto de vista una mínima 
parte de lo observado.

Ahora bien: en la nueva dirección no pueden emprenderse más 
que experimentos en que se varíen los antígenos, para de la modificación 
de la reactividad de los anticuerpos obtenidos sacar conclusiones rela­
tivas a la naturaleza y actividad de los determínales de los antigenos. 
En lo que concierne a los antideterminantes, es decir, a los grupos de 
ios anticuerpos que condicionan sus reacciones con los antígenos, lo 
que sabemos se reduce a los siguientes puntos, que consideramos sufi­
cientemente confirmados: i.° Los antideterminantes deben producirse 
bajo la influencia de los determinantes; en este punto sólo es proble­
mático el “cómo” (véase pág. 78). 2.0 Los antideterminantes y los 
determinantes deben atraerse mutuamente, ya que sólo esta hipótesis 
explica que ¡os anticuerpos se eliminen cuantitativamente de los antr 
sueros por la adsorción en células antigénicas (bacterias, eritrocitos, 
etcétera); y 3.0 Los anticuerpos son globulinas inmunes de molécula 
grande, que no poseen configuración lineal, sino que Se apelotonan 
formando ovillos elipsoidales; al ponerse en contacto el anticuerpo con 
el antígeno actúan en primer lugar, y probablemente del modo más 
fuerte, los determinantes que se encuentran en la superficie de la 
molécula elipsoidal de la globulina inmune, que pueden ponerse, por 
su posición, en contacto más íntimo con los determinantes del antígeno.

L. Pauling (1940, 1945) intentó componer en una teoría con­
gruente estos tres puntos con la representación de los fundamentos 
físico-químicos de la especificidad de los antígenos, teoría a la que ya 
había señalado con ocasión de su hipótesis acerca de la producción de 
anticuerpos bajo la influencia del antígeno (véanse pág. 80 y siguien­
tes). En una de sus publicaciones más recientes, Pauling (i945) c°n’
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(i) “El enlace de hidrógeno” se produce cuando un átomo de H ligado 
a un átomo negativo atrae un par de electrones no compartidos de otro átomo 
o electronegativo. Los enlaces entre dos cadenas extendidas de polipéptidos, 
que se representan en la figura ia, son enlaces de hidrógeno de este tipo.

13

a insistir

sidera principalmente las fuerzas que actúan entre las grandes mo­
léculas (antigeno proteico y sus globulinas inmunes) y que permiten 
la fijación del antígeno al anticuerpo. Según Pauling, estas’ fuerzas 
(atracción de los electrones, según van DER Waals; los denominados 
enlaces de hidrógeno (i); la atracción entre grupos con cargas eléc­
tricas opuestas) no son en si mismas específicas; la especificidad sólo 
se produce porque la superficie de las moléculas que se ponen en con­
tacto mutuo poseen estructura complementaria; es decir, porque las 
estructuras superficiales de ambas moléculas se complementan reci­
procamente. Esta “complementaridad” puede extenderse a una por­
ción mayor o menor de la superficie de ambas moléculas, debido a lo 
cual se acusa más o menos la especificidad de las reacciones. Según 
Paulino, dados nuestros actuales conocimientos de la estructura dé 
la molécula y de las fuerzas intermoleculares, no cabe atribuir la 
especificidad de las reacciones serológicas más que a fuerzas intermo­
leculares no específicas que actúan tanto mejor cuanto más comple­
mentaria sea la superficie de la molécula del anticuerpo con respec­
to a la superficie de la molécula det antígeno. Hay que preguntarse 
cómo se debe interpretar que la compjementariness de la estructura 
superficial tan pronto se exienda a un grupo ácido del antígeno como 
a las cadenas laterales alifáticas del anillo benzólico, a las isomerías 
de posición y estéricas, al comportamiento isóstero o a diferentes com­
binaciones de estos factores (véase el ejemplo expuesto en la págn 
na 175), y apenas puede esperarse que en un próximo futuro se 
esclarezca cómo al originarse las globulinas inmunes aparece esta es­
tructura simétrica a la del antígeno, ya en sí misma enigmática.

La investigación con azoproteínas nos obliga a volver 
sobre un lema antiguo: sobre las denominadas reacciones de paren­
tesco.

En primer lugar, al utilizar la aglutinación con fines de diagnós­
tico se observó que los sueros de pacientes tíficos no sólo aglutinan 
los bacilos tíficos, sino también otras bacterias del grupo Salmonella

Loj anticuerpos en las reacciones de parentesco
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ías tres primeras (de ellas con 

cambio no lo haría con la IV.

(el antiguo grupo tifus-coli), y asimismo que los antisueros artificia­
les de gran concentración, como los que se utilizan para la identifica­
ción de bacterias, no poseen una especificidad estricta, sino que con­
tienen “coaglutininas” (Miiagglutinirie). Durhams (1900) dió para este 
fenómeno la explicación de que el aglutiríógeno contenido en las 
bacterias no tiene carácter unitario, sino que consta de un gran 
número de componentes (a, b, c, d, e, f, etc.), a los que corresponden 
un número igual de aglutininas parciales (A, B, C, D, E, F, etcé­
tera), coexistentes en la aglutinina. Si, por ejemplo, los aglutinógenos 
de cuatro especies bacterianas poseyeran Tas composiciones represen­
tadas esquemáticamente en I-IV, un 
posición expresada en V flocularía con

• la I del modo más intenso), pero en

1 II m
®» b» c, d, c, f, e, d, e, f, h, c, f, 2, h, 1, k,

No necesitamos insistir en este lugar en que esta concepción no ar­
moniza con el estado actual de nuestros conocimientos, especialmente 
con el reconocimento de la existencia de varios antígenos en la mis­
ma especie bacteriana. Para las consideraciones que siguen sólo es 
importante la disyuntiva entre dos hipótesis:

1. a Que en un antígeno considerado como sustancia indepen­
diente existan antígenos parciales que actúen de modo individual en 
la producción de anticuerpos y en la reacción de éstos con el antíge­
no total.

2. a Que en el anticuerpo considerado como una unidad sustan­
cial existan aglutininas parciales, las cuales, sin perjuicio de su per­
tenencia estructural al anticuerpo total, puedan actuar con indepen­
dencia, tanto genética como reactiva.

La hipótesis de Durhams no pudo sostenerse mucho tiempo. Aún 
se sostenía sin modificación en el* artículo de R. Kraus, N. Kovacs y 
R. Paltauf :jr. (1929); y K. Landsteiner, en (1933, en la edición 
alemana de su libro Die Spezifitdt der serologischen Rpaktionen, to­
davía considera posible, aunque no seguro, que para .formar varios 
anticuerpos sean necesarios varios individuos químicos (antígenos).

De los experimentos efectuados con azoproteínas se estableció con 
seguridad que en una molécula de antígeno pueden coexistir •dorios 
grupos o estructuras (los determinados inmunoquímicos) que influyen 
sobre lá especificidad, es decir, sobre el campo de reacción del anti­
cuerpo. Estos hechos hacían probable y concretaban químicamente, 
aunque con ciertas limitaciones, la mitad del esquema de Durhams.
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Pero de ello, naturalmente, no se deduce que un antígeno unitario, 
aunque con varios determinantes, dé lugar a una anticuerpo también 
unitario y provisto de las mismas reactividades, en el sentido en que 
Durhams consideraba el problema. Después de aplicar azoproteínas 
a la investigación en este campo hubo de pasar algún tiempo antes 
de establecer lo que también parece más racional, desde el punto de 
vista de la economía del pensamiento. Al fin, en el año 1935 y *93^ 
se revolucionó la concepción de este punto con apoyo de las investiga­
ciones casi simultáneas de K. Landsteiner y J. van der Scheer 
(1936), F. Haurowitz (1936), M. Heidelberger y F. E. Kendall 
(1935 a, 1935 b).

Como ejemplo aduciremos un experimento de Haurowitz, en el 
que se utilizó como antígeno complejo un producto de copulación 
entre atoxilo diazotado y seroglubulina de caballo. La inmunización 
de conejos con este antígeno da lugar a un antisuero que contiene, al 
menos, tres anticuerpos precipitantes, a saber: 1. Anticuerpos contra 
el determinante que contiene As. 2. Anticuerpos contra los grupos 
con especificidad de especie de la globulina de caballo; y 3. Anti­
cuerpos contra los “grupos As-caballo”. Los anticuerpos de la pri­
mera categoría precipitan con globulinas de conejo que contengan As, 
y los de la segunda con globulina de caballo normal (carentes de As); 
ambas precipitaciones se producen con independencia, dando análogo 
resultado cualquiera que sea la forma en que se sucedan. La sero- 
globulina de caballo con As, que se utilizó para la inmunización pre: 
cipita con los tres tipos de anticuerpos, y el líquido sobrenadante 
no precipita con 1a globulina de conejo con As, ni con la seroglobulina 
de caballo normal, ni, por útimo, con la globulina de caballo con As.

Para completar lo anterior mencionaremos un experimento de 
Landsteiner y van der Scheer, que Landsteiner aduce en otro 
lugar [Landsteiner (1945. pág. 270)]. Este experimento se distin­
gue de los anteriores en que sólo considera los determinantes de los 
derivados azoicos, químicamente conocidos, lo que resulta de funda­
mental importancia. Como antígeno emplea una azoproteína obtenida 
a partir del ácido metanílico (NH2-C6H4-SO3H). El antisuero dio 
precipitado con los ácidos o-aminobenzolsulfónico, m-aminobenzolar- 
sínico, m-aminobenzoico (y con las azoproteínas correspondientes), y, 
naturalmente, con los antígenos homólogos. Por la adsorción con 
azoproteínas heterólogas se consigue, principalmente, reducir la capa­
cidad de reacción con cada uno de estos antígenos,' mientras perma­
nece intacta la reacción con el antígeno homólogo (véase la tabla 12, 
reproducción abreviada de la original).
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TABLA 12 (i)
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Acide •-aminobenxolial- 
fóníco.....................  . .

Acido m-aminobenxolar- 
ifnico

Acido m-aminobenzaíco.
Antiaaero no adsorbido. ■

(i) En la tabla^no se expresa la observación de qué si se adsorbe con el 
antígeno homólogo (ácido metanílico = ácido m-aminobenzosulfónico), se eli­
minan tanto las precipitinas para el mismo, como para todos los antígenos 
heterólogos.

. Cuando se utilicen reacciones serológicas con fines de diagnóstico 
hay que comprobar inmediatamente si los métodos y los resultados 
obedecen a las siguientes reglas establecidas en los conocidos expe­
rimentos de saturación de Castellani (obra citada, pág. 17): “1. El 
suero de un animal inmunizado para un determinado microorganismo 
pierde, al adicionársele el mismo microorganismo, tanto su capacidad 
de aglutinar éste como todos los restantes sobre los que dicho suero 
influya; 2. Si se le añade otro microorganismo, pierde su capacidad 
de aglutinarlo, pero no, en modo apreciable, la de aglutinar el pri­
mero; 3. Cuando se le adicionan microorganismos en l'os que no 
influye, permanece perfectamente intacta su capacidad de agluti­
nación.” Según la segunda regla de Castéllani, un antisuero ob­
tenido por la inmunización con dos especies bacterianas distintas, 
A y B, por la adsorción con A o B, sólo pierde la capacidad de aglu­
tinar A o, en su caso, B; para separar por completo la sustancia 
aglutinante de los sueros de este tipo debe tratárselos simultánea o 
sucesivamente con A y B.

Vamos a ver en qué se diferencian estos experimentos de los 
anteriormente citados con azoproteínas, enteramente análogos en 
que respecta al planteamiento del- problema y á los resultados.

Ante todo salta a la vista una diferencia objetiva. Las azoproteí­
nas son individuos químicos, y las bacterias, morfológicos. En el pri­
mer caso la multiplicidad de las funciones antigénicas puede atribuirse 
a 1a coexistencia en la molécula antígena de varios determinantes de

I 
í

»> *

| !¡
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(i) La ‘'inmunización de combinación” más sencilla, es decir, la simple 
mezcla de los hidratos de carbono bacterianos con el suero, fracasa en este 
caso (S. M. Partridge y W. T. J. Morcan).

la especificidad. Las bacterias, en cambio, pueden contener no sólo 
un único antígeno “específico de la especie”, sino una pluralidad dé 
proteínas, polisacáridos, endotoxinas, antígenos O, H y Vi, los cua- 
les, aunque en su mayor parte no puedan obtenerse actualmente en 
estado de completa pureza, pueden separarse entre sí. Y, sin embargo, 
cuando se adsorbe con bacterias homologas y heterólogas un antisuero 
obtenido mediante una sola especie bacteriana, no se comporta como 
si estuviera producido por una pluralidad de antígenos, sino exacta­
mente como lo hace el suero anti-ácido metanílico cuando se le ad­
sorbe por e! antígeno con que se obtuvo y por azoproteínas heteró- 
logas. A priori parece racional soslayar este conflicto, aceptando 
la suposición de que la célula bacteriana no contiene un enjambre de 
antígenos completamente independientes, sino que, al menos, una 
parte dp los mismos, están combinados entre sí, constituyendo un 
complejo de mayor tamaño con grupos determinantes. Existen puntos 
de apoyo para esta suposición. Los polisacáridos específicos de tipo 
de los neumococos pueden aislarse en forma de hapteno; pero con 
toda probabilidad en las bacterias se encuentran combinados con pro­
teínas [O. F. Avery y M. Heidelberger, W. T. J. Morgan (1944, 
1943), Morgan y S. M. Partridge] ; en todo caso, W. F. Goebel y 
O. T. Avery [véase también Avery y Goebel (1931)] consiguieron 
transformar el polisacárido específico de tipo de los neumococos del 
tipo III, en un antígeno completo mediante su diazotación y copula­
ción con una seroglobulina (1). También mencionaremos el cuidadoso 
análisis del antígeno específico del tipo Z del Shigella paradysenteriae 
(B. Flexner), por F. Binkley, Goebel y F. Perlman. Este antígeno 
parece ser un complejo constituido por un fosfolipoide, un polisacá­
rido acetilado, un componente tóxico y una proteína; el fostfolipoide 
no posee carácter antigénico, el polisacárido se comporta como un 
hapteno, el componente tóxico, tanto en estado aislado como en com­
binación con 1a proteína, origina en el conejo anticuerpos que no sólo 
reaccionan con ambos factores (es decir, con el componente tóxico 
y con la proteína), sino también con el antígeno intacto, sin des­
doblar.

K. Landsteiner y J. van der Scheer (1934 a, 1934 b, 1939) 
intentaron tender un puente entre 1os antígenos sintéticos (véanse Ips 
experimentos con el anticuerpo para el ácido metanílico en la pág. 179)
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TABLA 13

Antígeno testigo. Antígeno testigo.
■

GIL LG GIL G L

++ +± o

+++±
Con GIL se presenta el antígeno empleado para inmunizar (véase arriba), con 
“G” y con “L”, respectivamente, los azoestromas de glicina y de leucina. Se 
señalan las reacciones obtenidas con los líquidos sobrenadantes después de una 
adsorción reiterada con el antígeno homólogo y con las azoproteínas de gli­

cina (G) y de leucina (L).

Adsorción reiterad» 
con »L».

Adsorción reiterada 
con «G».
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y los antvgenos proteicos naturales con sus experimentos con péptidos. 
En relación con lo que nos ocupa en este lugar, resultan dignas de 
especial mención las pruebas de adsorción publicadas por K. Land^ 
steiner (1945, pág. 269). Preparó un suero inmune por inmuniza­
ción con aminoisoftal'ilglicinleucina y lo adsorbió por separado con 
a zoestroma-glicina y con azoestroma-leucina. En la tabla 13 se resu­
men los resultados obtenidos:

■
! ¡

i

Como se ve, el antisuero agotado con glicina o con leucina deja 
de reaccionar con estos antígenos (determinantes) parciales, mientras 
que se conserva enteramente, o casi por completo, la capacidad de 
reaccionar con el antígeno homólogo.

La segunda diferencia entre los experimentos de saturación de 
Castellani y las precipitaciones fraccionadas de 1os sueros azopro- 
teínicos (véase el ejemplo consignado en la página 180) indica en la 
interpretación teórica díe ambas series de experimentos. Dürgham, a 
la pluralidad de grupos específicos existente en el antígeno hace co­
rresponder una pluralidad de los grupos reaccionantes del anticuerpo, 
opinión que fue sostenida posteriormente por diversos autores [Kurt 
Meyer, K. Meyer y A. Pie] y que fue aducida especialmente para 
explicar el aumento del campo de reacción de los antisueros por la 
inmunización prolongada [M. Heidelbérger y F. E.~ Kendall 
(1935 d), A. M. Pappenheimer (1939), M. Heidelberger, H. P. 
Treffers y M. Mayer; véase también pág. 170]. Se ha hecho, sin

Antisuero no adsorbido.. . .
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embargo, la objeción de que al inmunizar simultáneamente con varios 
antígenos, en lugar de formarse anticuerpos polivalentes, habitual” 
mente se producen anticuerpos en un número correspondiente al de 
antígenos, reaccionando cada uno de ellos con el correspondiente 
antígeno. Esta objeción no es convincente, porque no es lo mismo 
inmunizar con varios antígenos que con una única sustancia química 
que posea varios determinantes inmunoquímicos en su molécula. 
Entretanto, hasta la fecha, los experimentos con azoproteínas no pa­
recen significar más que la inmunización con un antígeno definido 
como individualidad química rinde varios anticuerpos, e incluso, como 
F. Haurowitz (1936, 1938, 1943) afirma, es forzoso que los produzca. 
Toda esta dirección de la teoría se apoya en la hipótesis de que los 
anticuerpos son globulinas modificadas, cuya especificidad radica en 
su conformación sobre la matriz del antígeno. El modelado sobre el 
patrón del antígeno o la adaptación de la globulina al antígeno, según 
Haurowitz, puede efectuarse de modo más o menos perfecto, de 
modo que sobre la molécula de la globulina-anticuerpo puede dejar 
su impresión un único determinante o dos o más, pero nunca, en ge­
neral, todos. K. Landsteiner (1945, ipág. 271), en la discusión de las 
reacciones del antisuero para el1 ácido metanílico (pág. 179) expresa 
lii opinión de que los resultados de estos experimentos apenas pueden 
explicarse de otro modo que aceptando la hipótesis de una pluralidad 
de anticuerpos que, además, no corresponden a grupos especiales del 
antígeno homólogo (ácido metanílico = ácido m-aminobenzosulfóni- 
co); una multiplicidad de reacciones serológicas no corresponde for­
zosamente a un mosaico concordante de estructuras químicas del antí­
geno; debe concebirse más bien que los anticuerpos que se formaron 
como reacción a un único determinante anligénico, aunque sean seme­
jantes entre sí, como se deduce de las reacciones cruzadas con los 
antígenos heterólogos, no son idénticos. Lo que comúnmente se desig' 
na como "anticuerpo” es habitualmente una mezcla de diversas va­
riantes de una muestra principal. Y cuanto más complicados sean 
los determinantes del antígeno, tanto mayor será, según Landsteiner, 
Ja tendencia a la producción de múltiples anticuerpos. Sin embargo, 
Landsteiner admite que en un antígeno pueden coexistir varios de­
terminantes claramente distintos y que hay que considerar la diferen­
cia entré un determinante complicado y una pluralidad de determi­
nantes. Landsteiner cree probable que ofrezcan pluralidad de 
determinantes las moléculas de los antígenos proteicos naturales y 
particularmente las de los polisacáridos bacterianos [en este último 
caso, fundándose en las investigaciones de Kenneth Goodner,
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La serología determina las propiedades inmunológicas de los anti­
genos mediante los anticuerpos producidos por aquéllos y las propie­
dades de los anticuerpos por su comportamiento frente a los antígenos 
a que deben su formación. No utiliza ningún otro medio de estudio, 
lo que, desde el punto de vista de la teoría del conocimiento, resulta 
peligroso, y tanto más si se concede que en un antígeno definido como

- i ■

I
■ i !

W. T. J. Morgan (1937 b), P. B. White, M. HjeidelbErger, Kabat 
y M. Mayer]. Al principio, la opinión de que un antígeno unitario, 
desde el punto de vista químico, puede producir varios anticuerpos 
que difieren entre sí por su campo de especificidad se tuvo como tan 
probable como 1a hipótesis de que no se produce más qué un solo 
anticuerpo, en el que el total de especificidades (determinantes del 
antígeno homólogo) estaban representadas por reactinas parciales 
(antideterminantes). Pero con los resultados de la adsorción por antí­
genos homólogos y heterólogos concuerda mejor la hipótesis de la plu­
ralidad de los anticuerpos que suponer que de una molécula de anti­
cuerpo puedan separarse por adsorción todos o algunos de los grupos 
reactivos. Pero si se acepta la hipótesis expuesta en primer lugar, 
hay que ser consecuente y admitir también las pruebas de saturación 
de Castellani, válidas para los casos en que los antígenos no son 
individuos químicos, sino bacterias u otras células; si se admite que 
en las células existen diversos antígenos independientes o antígenos 
con varios determinantes que difieren entre sí de modo acusado y, 
además, que de acuerdo con la opinión anterior, a cada antígeno o 
a cada determinante corresponden varios anticuerpos (las variantes 
del motivo fundamental específico de LandsteinEr), se llega a la 
consecuencia, difícilmente admisible, de que los antisueros obtenidos 
por inmunización con células contendrán todo un enjambre de diver­
sos anticuerpos. En lo que concierne a los antígenos artificiales, espe­
cialmente cuando se trata de sustancias de constitución tan sencilla 
como los ácidos m-aminobenzosulfónico o p-aminobenzoico, la expli­
cación hipotética de las reacciones dominantes tropieza con dificultades 
menores que en los antígenos naturales, incluso cuando éstos no se 
presentan en forma de células, sino de sustancias disueltas como las 
seroproteínas. ■

•; 1

i ■/!^¡r
i ■;

> Y '
. •;! .1 ‘ ,■

■ -i v
V r

• I ¿ ’ h
■



185Trascendencia científica de las reacciones ser ológicas

\

I

Por la inmunización con la azoproteína obtenida con atoxilo diazotado y 
globulina de caballo (As-Cb) se obtienen, según F. Haurowttz, tres anticuer­
pos que pueden designarse esquemáticamente como “Anti-As”, “Anti-Cb” y 
“Anti-AsCb”. De esta mezcla de anticuerpos, que debe existir en el antisuero, 
se precipita mediante el antigeno As sólo el Anti-As; por el antígeno Cb, sólo 
el Anti-Cb; pero ninguno de ellos precipita el Anti-AsCb, aunque este anti­
cuerpo debe haberse producido por la cooperación de los determinantes As y 
Cb. Con el antígeno AsCb, por el contrario, se precipitan tanto el anticuerpo 
Anti-AsCb, como los Anti-As y Anti-Cb. Haurowitz (i 943) explica estos 
hechos suponiendo que la fuerza precipitante de un antígeno aumenta con el 
número de determinantes, e intenta demostrarlo por la determinación del peso 
de los precipitados obtenido en la precipitación fraccionada de un antisuero 
cuando se la ordena, comenzando con antígenos de pocos factores determinantes, 
se sigue con antígenos de mayor número de determinantes y se termina con 
el antígeno homólogo que posee todos los determinantes. AJiora bien: “fuerza 
precipitante” es un concepto en el que no está contenido el criterio de especi­
ficidad, y todas las precipitaciones introducidas transcurren de modo específico 
y, dentro de su campo específico, de modo cuantitativo. La escasa fuerza pre­
cipitante del antígeno As o Cb no explica que carezcan de toda influencia, por 
pequeña que sea, sobre los anticuerpos homólogos (Anti-AsCb).

La debilidad de una teoría se descubre casi siempre porque la 
Orientación experimental va exigiendo nuevas hipótesis auxiliares. 
Esto es lo que sucede con la mencionada explicación de la precipi­
tación fraccionada por antígenos heterólogos y de la precipitación total 
del anticuerpo por el antigeno homólogo.

Con respecto a esto hemos de decir que F. Haurowitz y T. P. 
Schwerin también analizaron especialmente precipitaciones que se 
comportaban exactamente como las descritas, pero con la única dife­
rencia de que los antígenos heterólogos, cuando se añadían previsú- 
mente al antisuero impedían 1a precipitación por el antigeno homó­
logo. Expresado de modo esquemático, el antígeno ab da lugar a un 
anti-a, a un anti-b y a un anti-ab; el anti-ab no puede precipitar con 
a ni con b, pero no reacciona con su homólogo ab si previamente se 
le ha adicionado a o b. Hay que hacer la nueva suposición de que el 
anticuerpo anti-ab “está tan mal adaptado a ambos determinantes que

individualidad química pueden coexistir varios determinantes con 
diversa actividad, con distinta colocación en el espacio y con depen­
dencias mutuas variables, y que un solo antígeno determinado mono­
valente puede dar lugar a una serie de anticuerpos.

Como ejemplo se expone el experimento de F. Haurowitz, ya 
mencionado en otro lugar, sobre el que se harán las consideraciones 
pertinentes.
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para su precipitación son necesarios ambos factores, por lo que sólo 
se produce la precipitación por el antígeno homólogo ab” [F. Hauro- 
witz (1943, pág. 265)]. En las reacciones de precipitinas la produc­
ción del floculado se hace depender, por consiguiente, por una parte 
de la fuerza precipitante del antígeno, que a su vez debe estar deter­
minada por el número de determinantes contenidos en la molécula 
-del antígeno, y, por otra parte, de la precipitabflidad del anticuerpo 
(de la globulina inmune), precipitabflidad que, sin embargo, no se 
define, o al menos no se define de modo exclusivo, como una fun­
ción de la existencia de antigrupos específicos, sino por una nueva 
propiedad, a saber: por el grado de adaptación a los determinantes dc¡ 
antígeno. Esta adaptación puede manifestarse en todos los grados 
imaginables. M. Heidelberger y F. E. Kendall (1935 a, 1935 d) 
establecieron el concepto de loza-grade antibodies: anticuerpos que por 
sí solos no floculan, sino que participan en la formación de preci­
pitados provocados por otros anticuerpos; Haurowitz no hace men­
ción especial de estos anticuerpos, sino que tiene por probable (1943, 
página 275) que puedan existir en un antisuero todos los gradaos ínter- 
medios imaginables entrte anticuerpos bien adaptados, anticuerpos de 
adaptación moderada, anticuerpos desvalorizados y, por último, ser o- 
globulinas normales, por lo que quiere hablar de espectros de anti­
cuerpos de los antisueros. En este espectro distingue tres categorías 
[Haurowitz (1942)], a saber:

1. a Los low-grade antibodies, ya postulados por Heidelberger 
y Kendall (véase antes), cuya adaptación al grupo determinante del 
antígeno es tan imperfecta que sólo se produce un enlace reversible, 
al que no sigue ninguna precipitación directa; sih embargo, son capa­
ces, como atestiguan Haurowitz y colaboradores, de incluirse en el 
volumen de precipitado provocado por la reacción simultánea de pre- 
cipitinas de un grado de actividad más elevado.

2. a Anticuerpos, incompletos o indiferenciados que, aunque estén 
edaptados a los determinantes del antígeno de modo imperfecto, lo 
están suficientemente para precipitar con el antígeno homólogo.

3. a Anticuerpos diferenciales o especiales, que se observan; me­
jor adaptados a un determinante especial del antígeno, aunque en 
general no siempre estén adaptados por completo; estos anticuerpos 
no sólo precipitan por los antígenos homólogos, sino también por de­
terminados antigenos heterólogos.

Haurowitz y colaboradores consiguieron demostrar la presencia 
de anticuerpos indiferenciados y especiales en cada uno de los doce 
antisueros que examinaron. Asimismo encontraron puntos de apoyo
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para admitir como probable xque habítualmente existen low-grade a>n~ 
tibodies. Por el contrario, no pudieron establecer nunca la existencia 
de un anticuerpo per f-etc tórnente adaptado; bajo esta designación en­
tiende Haurowitz un anticuerpo que se adapte a todos los determi­
nantes del antígeno empleado para la inmunización, de modo que 
pueda precipitarse cuantitativamente por cualquier antígeno heteró- 
logo experimental, aunque no contenga más que uno solo de los 
determinantes del antígeno empleado en la inmunización. El agota­
miento con uno de tales antígenos defectuosos debería inhibir la pre­
cipitación con cada uno de los demás antígenos testigos que contienen 
otros determinantes, caso que nunca pudo observar Haurowitz. 
Haurowitz ve en el resultado negativo de esta prueba, en el corto 
número de ejemplos considerados, un argumento decisivo en favor 
de la teoría de que los anticuerpos son globulinas conformadas por las 
fuerzas polares de la molécula del antígeno. Como los aminoácidos 
son rígidos, tal conformación sólo puede consistir en una modifica­
ción del orden de los mismos o en una deformación de las cadenas 
peptídicas; pero como estos procesos no pueden pasar de ciertos lími­
tes, la adaptación del anticuerpo al antígeno sólo muy excepcional­
mente llega a ser 1a ideal.

Todas las afirmaciones aducidas fueron confirmadas por numero­
sas y concienzudas pruebas experimentales. Tampoco puede dudarse 
de la exactitud de los resultados experimentales, en tanto que éstos 
estén determinados por 1as condiciones experimentales elegidas. Pero 
otra cosa cabe decir de la generalización teórica de los resultados.

Ya fué señalado que el cúmulo de elementos hipotéticos que pre­
tenden esclarecer las relaciones de dos sustancias que sólo pueden 
reconocerse y medirse una con respecto a 1a otra, tropieza con incer­
tidumbres de índole general.

En particular señalaremos que en este caso la precipitación y la 
inhibición específica de esta reacción serológica constituyen el único 
-objeto de la investigación. La aparición de una precipitación visible 
se ha hecho depender únicamente de la acción del antígeno sobre el 
anticuerpo y de la adaptación del anticuerpo al antígeno. Sin embar­
go. K. Landsteiner y J. van der Scheer (1932 b, 1933) efectuaron 
experimentos en los que, como antígenos in vitro^ utilizaron coloran­
tes azoicos relativamente sencillos no copulados a proteínas; los anti­
sueros se prepararon con las azoproteínas obtenidas mediante estos 
colorantes. Si por la mezcla de ambos componentes se producía una 
floculación específica era debido, químicamente, a que el colorante 
que funcionaba como antígeno poseía una cadena lateral alifática
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suficientemente larga y, físicamente, al grado de dispersión del colo­
rante en su disolución, porque su precipitabilidad por el antisuero 
aumenta paulatinamente con el tiempo de almacenamiento de las diso­
luciones. Como la floculación no es una expresión inmediata de la 
reacción entre antígeno y anticuerpo, sino una consecuencia secun­
daria de ella, parece natural que influyan en el resultado final dife­
rentes factores, entre ellos algunos inespecíficos.

Entre los “determinantes” de los antígenos se cuentan objetos 
inadecuados y, por ejemplo, se incluyen en la misma categoría el 
arsénico en el atoxilo diazotado, el yodo en la yodoalbúmina, lo ajeno 
de la especie en el suero de caballo (en la globulina. del caballo) para 
el conejo, la posición para de un grupo ácido en un azoderivado copu­
lado a una proteína, etc.; y, además, a estos determinantes se Ies 
atribuye una independencia que no poseen en absoluto, ya que sólo 
adquieren la capacidad de actuar de modo específico una vez enlazados 
en la molécula, e incluso, con frecuencia, sólo cuando se enlazan en 
determinados lugares de ella.

Debemos añadir a lo anterior que todas estas propiedades de las 
azoproteínas, que no juegan ningún papel en el metabolismo normal 
de los animales de sangre caliente, pueden conseguir formar de las 
globulinas tipos de anticuerpos de ilimitada diversidad y de las más 
distintas combinaciones; mientras que, por otra parte, parece ser muy 
acusada la limitación de la plasticidad de las globulinas. Dicho con 
otras palabras, existe una contradidio in adjecto entre la deficiente 
adaptabilidad de las globulinas al antígeno y la innumerable cantidad 
de anticuerpos de las más diversas especificidades, tanto naturales 
como artificiales.

Cabria esperar que el idus immunisatorius, inducido por una. úni­
ca y mínima dosis de antígeno, debiera ocasionar anticuerpos particu­
larmente mal adaptados, y que por la posterior acción del mismo 
antígeno se fueran consiguiendo anticuerpos mejor adaptados. Pero 
la experiencia demuestra justamente lo contrario (véase pág. 170).

Finalmente, no se ha efectuado ningún intento para relacionar lo 
anterior con los resultados de las pruebas de saturación de Cas-
TELLANI.

Al efectuar un examen retrospectivo de los progresos en la inves­
tigación de la especificidad serológica, cabe designar como momento 
crucial la introducción de los antígenos modificados químicamente y 
de la concepción que ellos aportan de determinantes inmunoquímicos.
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antigénicas químicamente conocidas sobre la especificidad del anti­
cuerpo se ha vencido el sostenido hasta la fecha por el modo de con­
siderar el problema místico-vitalista. Pero esta esperanza sólo se ha 
cumplido en parte, pues en el balance que hoy puede presentarse se 
contraponen el activo de la consolidación química de las funciones 
antigénicas, frente a la imposibilidad de comprender la esencia y mo o 
de acción de los anticuerpo:.
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LAS REACCIONES ANTIGENO-ANTICUERPO “IN VITRO"

A. Métodos particulares para obtener los precipitados inmunes-
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Es sabido que las reacciones de los antígenos con sus anticuerpos 
se designan según las modificaciones que se producen en la mezcla 
reaccionante. En muchos casos estas alteraciones pueden observarse 
a simple vista, lo que, naturalmente, simplifica el análisis del proceso- 
de la reacción. Un ejemplo notable es el que ofrece la precipitación, 
por lo que desde C. v. Dunger, que comprendió sus posibilidades, 
hasta la actualidad, ha sido objeto preferido de la investigación sero- 
lógica. También este capítulo comenzará por el estudio de esta reac­
ción, lo que se justifica además por la circunstancia, cuyo conoci­
miento debemos a G. Ramón (1922), de que la reacción entre toxina 
y antitoxina puede también transcurrir como una precipitación inmu­
ne, por lo que la introducción adquiere desde el primer momento una 
validez más general.

Si se inyecta a un conejo por vía parenteral ovalbúmina pura, 
aparecen en el plasma sanguíneo (suero) del animal anticuerpos que 
precipitan con la ovalbúmina, y que por este motivo se designan como- 
precipitinas. Para apreciar la medida en que participan el antígeno y 
el anticuerpo en el proceso, pueden seguirse dos caminos: 1. Se pue­
de añadir el antígeno, o el antisuero que contienen los anticuerpos, en 
cantidades decrecientes y observar si la disminución del antígeno, o 
la reducción del suero inmune puede proseguirse sin que se impida 
la producción del precipitado; aquel componente de 1a reacción cuya 
cantidad no pueda reducirse o sólo pueda disminuirse en pequeña 
proporción, debe ser el que participe de modo predominante en la 
formación del precipitado. 2. Se puede investigar el precipitado con 
arreglo a determinados criterios y deducir de los análisis su composi­
ción cuantitativa en antígeno y en anticuerpo (es decir, en la globulina 
inmune del antisuero).
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I. Efecto de la modificación cuantitativa de ambos componentes en 
los ensayos con precipitinas.

Este experimento conduce al conocido resultado de que se puede 
disminuir considerablemente la cantidad del antígeno sin impedir la 
formación de un precipitado manifiesto. Por ejemplo: si se utilizan 
precipitinas de “valencia elevada”, la ovalbúmina reacciona positiva­
mente, incluso a diluciones de i : 100.000 (F. S. Jones y R. B. 
Little) y los polisacáridos específicos del neumococo pueden descu­
brirse como “sustancias precipitables” incluso a concentraciones de 
i : 6.000.000 (O. T. Avery y M. Heidelberger). Por el contrario, 
la cantidad de suero inmune no puede reducirse mucho. Si se mezclan 
las disoluciones del antígeno con el antisuero, de modo que el volu­
men total de la mezcla sea de 1,1 mi., suele necesitarse habitualmente 
0,1 mi. de antisuero, y la precipitación no se produce cuando no se 
añade más que o,¡oí mi. La conclusión, por consiguiente, de que el 
precipitado procede de modo preponderante del antisuero parece estar 
bien fundada.

II. Diferencias cuantitativas entre la precipitación inmune y otra - 
reacción ser alógico, de floculación, 'la aglutinación.

Las relaciones cuantitativas necesarias para que se produzca la 
reacción de precipitinas se invierten en otra reacción de precipitación: 
en la aglutinación. En estas reacciones, la cantidad del antígeno, a 
saber: la de las células aglutinables (bacterias, hematíes), no puede 
reducirse por debajo de una determinada cantidad; en cambio, los 
sueros aglutinantes pueden diluirse mucho, en ocasiones hasta ió.ooo- 
ioo.ooo veces, sin que se perjudique su efecto. Ahora bien: el preci­
pitado que se observa en 1a aglutinación está formado por las células 
antigénicas, como demuestra el examen microscópico; cuando el nú­
mero de células, por ejemplo, de bacterias incoloras, es sumamente 
pequeño, el producto de la floculación puede dejar de ser apreciable 
a simple vista. De lo anterior se deduce la necesidad de la existencia 
de una cantidad suficiente de partículas con contenido antigénico. Lo 
que ya no se comprende tan fácilmente es por qué bastan cantidades 
tan ínfimas de globulinas inmunes para conseguir una aglutinación: 
y tampoco se comprende la causa de que en las precipitaciones inmu­
nes pueda diluirse tanto el antígeno, sobre todo teniendo en cuenta 
que en este caso las partículas antigénicas precipitablés son dé tamaño
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mucho menor que las células (en ocasiones del orden de dimensión 
molecular), por lo que, en contra de lo que sucede, al aumentar la 
dilución del antígeno. parece que los precipitados deberían resultar 
invisibles con mucha mayor rapidez.
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III. Aglutininas y precipitinas de las bacterias.
f : • • .1

Ya en .1897 R. Kraus observó que un antisuero obtenido por in­
munización con bacterias reaccionaba de modo específico, formando 
.un precipitado con los extractos de estas bacterias; el descubrimiento 
de estas “precipitinas bacterianas” era precursor del reconocimiento 
de que la reacción con precipitinas no se limita a sustancias bacteria­
nas, sino que puede extenderse a proteínas extrañas al animal inmu­
nizado de procedencia animal o vegetal. En esta generalización y en 
su significación biológica se funda la especial importancia teórica de 
estas precipitinas bacterianas. Se observó, además, que un mismo an­
tisuero aglutina las bacterias intactas y precipita los extractos de las 
mismas; parece, pues, probable que precipitinas y aglutininas no sean 
sino una doble designación de los mismos anticuerpos (1); una con­
secuencia inmediata de esta hipótesis es que la diferencia de los fenó­
menos observados en la precipitación y en la aglutinación no se debe 
más que a la distinta forma de la partícula antigénica. Ahora bien: 
tal punto de vista “unificador” que sustentaron algunos autores tuvo 
poca resonancia. Se había hecho habitual designar cada forma par­
ticular de las reacciones entre antígeno y anticuerpo, así como los 
antígenos y anticuerpos correspondientes, con un nombre especial 
alusivo a la apariencia del fenómeno (aglutinación y aglutininas, pre­
cipitación y precipitinas, neutralización de toxinas y antitoxinas, etcé­
tera), de modo que no carecía de justificación la observación satírica de 
Xje Dantec, de que el mundo conceptual de los inmunólogos era el 
leino de las “fenomeninas”.

(i) R Kraus (Wien. Klin. Wschr., 1898) había supuesto inicialmente, “que 
las sustancias de los filtrados bacterianos debían ser idénticas a las sustancias 
aglutinables de las bacterias ”; pero se retractó, en parte, posteriormente de 
este pensamiento y, fundándose en las pruebas de combinación y en las investi­
gaciones de E. P. Pick (190O y O. Batl (Arch. f. Hyg., 1902), adoptó la 
hipótesis de compromiso de que los filtrados de los cultivos bacterianos contienen, 
además de “sustancias JW» generis aglutinables específicamente”, “sustancias 
precipitables específicamente” [R. Kraus y C. v. Pirqukt (1902)].
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IV. Estudio experimental de la influencia que sobre las relaciones 
cuantitativas entre antigeno y anticuerpo ejerce la modificación del 

tamaño de la partícula del antígeno.

De ser cierto que la precipitación y la aglutinación sólo se distin­
guen por la forma de la partícula del antígeno, parece posible trans­
formar una precipitación en aglutinación si se consigue dar al anti­
geno de la precipitación la configuración de los elementos aglutina­
bles. Apoyándose en algunos experimentos anteriores, F. S. Jones 
(I925, I92S b) consiguió este fin sin más que tratar bacterias con 
suero vacuno y lavarlas luego hasta que en las aguas de lavado no 
pudieran demostrarse indicios de dicho suero; las bacterias así trata­
das resultaban aglutinables por una precipitina para suero vacuno, 
incluso a las elevadas diluciones de 11 : 200 ó 1 : 500. El mismo resul­
tado se consiguió en ensayos efectuados con partículas de colodión 
que previamente habían sido agitadas con suero vacuno o con oval- 
búmina y luego lavadas a fondo, cuando se mezclaban con los anti­
sueros precipitantes correspondientes a dichas proteínas; también en 
estos casos se observa la aglutinación de las partículas, y bastan, asi­
mismo, concentraciones mínimas de antisuero que oscilan entre I : 500 
y 1 : 1.000. Jones explicó su observación admitiendo que las bacte­
rias o las partículas de colodión retienen por adsorción una película 
de la proteína precipitable y que la floculación se produce después, a 
ciar la reacción a simple vista. Este autor consideró sus resultados 
pesar de ¡a gran dilución del suero inmune, simplemente porque el 
enorme aumento de tamaño de la partícula de antígeno permite aprc- 
como una corroboración de la hipótesis de O. T. Avery y M. Heí- 
delbErger, de que la aglutinación es un proceso que se produce en 
]a superficie de las bacterias. Asimismo Jones y R. B. Little afir­
maron en una comunicación que el volumen de las células bacterianas 
aumenta en la aglutinación y tanto más, en general, cuanto mayor sea 
la concentración del suero aglutinante que se les adiciona; sin em­
bargo, la explicación de este aumento de volumen tropezó con difi­
cultades porque era mayor que lo que podría esperarse de la cantidad 
de proteína del antisuero que han adsorbido las células.

También se ha observado que las partículas de colodión o las bacterias 
muertas en cuya superficie se aya” a f .. 1 0 determinadas especies de virus 
(virus de la gripe, fiebre *™a.n11*’ ™?°*alltls de1 San Luis, poliomielitis, peste 
porcina) se aglutinan de T ??rTlos antisueros correspondientes
(K. Goodner (1941). E. C. Roberts y L. R. Jones b, 194a a, 194a b),

13

Proporción entre anticuerpo
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Después de exponer la sugerencia señalada acerca de la influencia 
del tamaño de la partícula, Jones no se ha extendido más en su inves­
tigación sobre las causas de las diferencias cuantitativas en las pro­
porciones entre el antígeno y el anticuerpo que se observan en la pre­
cipitación y en la aglutinación. Esta laguna intentó llenarla por pri­
mera vez M. H. Merrill en 1936.
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Merrill se preguntó por qué solían dar resultados negativos los 
intentos de efectuar reacciones serológicas con virus, e hizo respon­
sable de los fracasos a la circunstancia de aplicarse los elementos deJ 
virus en concentraciones insuficientes. De diferentes datos acerca de 
las dosis mínimas de antígeno. necesarias para conseguir una precipi­
tación positiva (jo-® mg. de ovalbúmina, 2 X icr~* mg. de poüsacá- 
ridos del neumococo, etc., por mi. de disolución antigénica) calculó 
que la masa mínima necesaria para una floculación visible es de 
0,001 mg. por mi., cifra que debe representar el producto del núme­
ro N de partículas por la masa M de cada una de ellas:

Si se comprueba esta igualdad empleando elementos antigénicos 
de dimensiones crecientes (moléculas de colorantes diazoicos, ovalbú­
mina, hemoglobina, diferentes especies de virus, bacterias, eritroci­
tos) se aprecia bastante coincidencia entre lo establecido de modo 
experimental (apoyado en la constante de 0,001 mg. de antígeno 

? j

A- J. Weil (1942), E. C. Roberts (1945) 1- Las especies de virus señaladas se 
distinguen por sus dimensiones especialmente pequeñas, por lo que la conse­
cuencia visible de su reacción inmune con los anticuerpos correspondientes no 
puede considerarse más que como una precipitación; la transformación en 
aglutinación resulta, pues, en este caso convincente, sobre todo si se considera 
que también se produce la floculación cuando se emplea antisuero muy diluido. 
Se ha presentado la objeción de que no actúan todos los tipos de antisueros 
(K. Goodner, 1941); por otra parte, H. E. Pearson <1944) no 
resultados negativos al operar con algunas tipos de virus a 
variado varias veces su técnica. Probablemente juega cierto papel la circuns­
tancia de que en general no se apera , con suspensiones puras de virus, sino que 
se utilizan suspensiones de los tejidos que los contienen; también pudiera ser 
errónea la suposición de que todas las especies de virus pueden adsorberse en 
las partículas de colodión o en las bacterias muertas, como es posibe hacerlo 
con todos los antígenos proteicos (seroproteínas).

N . M = 0,001 mi. ó N - M
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por mi.’) y los valores calculados (véase fig. 15)- No obstante, en los 
valores experimentales obtenidos con las partículas más pequeñas se 
observa en la constante admitida de 0,001 mg. una tendencia a dismi-

nuir, mientras que para las partículas mayores tiende a sobrepasar 
dicho valor; por ejemplo, en los bacilos paratíficos alcanza a 0,01 y 
en los eritrocitos incluso a 0,1 mg. Merrill buscó el motivo de estas 
desviaciones regulares en la dependencia que existe entre la participa­
ción del sueio inmune en la formación de los agregados visibles y el 
tiwiaño. de ,las partículas. Para una determinada masa de antígeno;
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al reducirse el tamaño de Tas partículas la superficie total de las mis­
mas debe crecer de modo muy considerable, como manifiestan los 
pares de valores extremos determinados por Merrill, que se expo­
nen a continuación:

$

I

i

0,1 m«.
0,001 mi.

Número mínimo de partículas por mi.

entre sí nítidamente, sino que se 
superponen en parte. En el primer grupo, la reacción “in vi tro" se pro­
duce en forma de precipitación; en el tercero y cuarto,, en forma de 

. aglutinación, y en el Segundo pueden observarse ambas formas, según 
se trate de virus de tamaño mayor o menor; por ejemplo, de fagos o. 
de los corpúsculos de la vacuna.

Crítica Je la teoría de Merrill.—Pudiera objetarse simplemente que 
las investigaciones y reflexiones de Merrill no hacen sino conducir a

con el aumento con­
de las partículas tanto más 

proteínas del antisuero pueden anclarse en ella,
siguiente de las dimensiones de cada partícula. La superficie total 
necesaria para que se forme un agregado visible varía, pues, en los 
distintos antígenos entre 80 y 5.300 mm2 por mi. (véase antes), y a 
esto hay que atribuir, según Merrill, que el valor de N . M = 
= o,ooi mg. no sea constante, sino que experimente desviaciones 
entre 0,1 y 6,001 mg. Por consiguiente, hay dos relaciones que deter­
minan la posibilidad de un resultado experimental apreciable a simple 
vista: i.a La relación entre el número de partículas y la masa de cada 
una de ellas; y 2.a La relación entre el número de partículas y la 
superficie de éstas.

Según el número de partículas de antígeno necesarias para con­
seguir una reacción visible, Merill clasificó los antígenos considera­
dos en la figura 15, en los cuatro grupos siguientes:



La teoría de M. H. Merrill 197

la proposición que sigue, aceptada desde mucho antes: en la aglutina­
ción, el floculo está constituido principalmente por las células, es decir, 
por los antígenos, mientras que en la precipitación lo está de modo 
predominante por las proteínas inmunes del antisuero (es decir, por los 
anticuerpos). Este juicio sería inexacto. Merrill se deja llevar a un 
modo de enfocar el problema puramente fenológico e inexacto, y se­
ñala que pa^a co^isCguir una floculación es necesario que existan en 
cada mi. de la suspensión diel antigeno un determinado número de par- 
ticulas de éste, tanto si estas partículas son moléculas como si son cé­
lulas. Este número mínimo de las partículas antigénicas es, según 
M.errill, función de la dimensión de la partícula, ya que aumenta re­
gularmente al disminuir la dimensión de las partículas. La dependencia 
funcional entre él número mínimo de partículas y el tamaño de éstas 
implica que para una cantidad constante de antígeno la superficie en que 

\ puede fijarse la proteína inmune (el anticuerpo) crece a medida que las 
partículas del antígeno se hacen más pequeñas y numerosas. Es cierto 
que cuanto mayor sea la partícula del antígeno más visible resulta el 
producto de la floculación (véase pág. 193); pero la reacción de pre- 
cipitinas la concibe también Merrill suponiendo que en ellas la par­
tícula del antígeno actúa como “centro de cristalización”, alrededor 
del cual se agrupan las moléculas de proteína.

Antes de Merrill no se admitía una interpretación tan estrecha 
y extraviada, que rechaza, entre otros hechos, la participación predo­
minante de las proteínas inmunes en las reacciones de precipitinas. 
de la que parece deducirse que lo esencial en estas reacciones es la 
precipitación del anticuerpo provocada por el antígeno y que, por 
consiguiente, no deben tenerse las “precipitinas” como la sustancia 
“precipitable”.

Para terminar, hay que decir que Merrill ha edificado su hipó­
tesis basándose en la suposición de que la cantidad de proteína inmune 
adsorbida (ligada) sólo depende de la superficie total que integran las 
partículas de antígeno contenidas en cada mi. de la mezcla de reac­
ción, lo que indudablemente no es cierto. Además de la superficie del 
antígeno capaz de adsorción hay que tener en cuenta otros factores; 
en primer lugar, la concentración del suero inmune (véase F. S- 
Jones y R. B. Little) y la cantidad de globulina inmune que con­
tenga el suero inmune a una concentración dada; la duración de la 
reacción, la temperatura a que se produce y, probablemente, otras 
influencias que determinan las propiedades que se designan como 
valencia y como “avidez” del antisuero. Estas circunstancias actual­
mente pueden comprobarse también de modo óptico, s ,
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VI. Análisis cuantitativo de los productos d¿ la flocufación.;

Cuando se efectúa una precipitación inmune con e! propósito de 
sacar conclusiones afirmativas, puede procederse manteniendo cons­
tante la cantidad del suero inmune y variando la concentración del 
antígeno comenzando con la máxima, que se diluye sucesivamente 
hasta que no se formen flóculos visibles (este es el procedimiento 
llamado a). G. Ramón (1922), para precipitar la toxina diftérica por 
la antitoxina diftérica (de caballo), siguió el camino contrario; es 
decir, añadió a una cantidad constante de toxina cantidades decre­
cientes de antitoxina (método llamado (3).

Después de formado el precipitado pueden investigarse los líqui­
dos sobrenadantes. En principio pueden obtenerse los siguientes re­
sultados: 1. Que el líquido sobrenadante contenga antígeno. 2. Que 
contenga anticuerpo; y 3. Que no contenga ni antígeno ni anticuerpo.' 
En el primer caso puede sacarse la conclusión de que en la mezcla 
reaccionante el antígeno estaba en exceso, ya que parte de él no par­
ticipó en la formación del precipitado; por un razonamiento seme­
jante puede deducirse que en el segundo caso el anticuerpo estaba en 
exceso; el tercer caso la mezcla está en la zona de equivalencia, que 
puede ser más ancha o más estrecha, sin que, como lo indica el nom­
bre, sé reduzca nunca a un punto.

La investigación de líquido sobrenadante puede completarse y vi­
gilarse por el análisis del precipitado. La participación del antígeno 
én el precipitado puede demostrarse fácilmente cuando se opera con 
antígenos "marcados”, por ejemplo, con azoproteínas que contengan 
As, con yodoproteínas, con hemoglobina (Fe) o con hemocianina (Cu). 
La participación del anticuerpo en el precipitado puede determinarse 
por sencillos análisis de N en el caso de que el antígeno carezca de él 
(polisacárido de las bacterias) o mediante el empleo de anticuerpos 
puros (es decir, no de antisueros, sino de globulinas inmunes aisladas 
de los mismos) que contengan un elemento isótopo, por ejemplo, Ñ1B 
(véase pág. 65). Puede también procederse a determinar el N total del 
precipitado y restar de este valor el N correspondiente al antígeno; 
si se conoce la cantidad de antígeno (expresado por su contenido 
en N) que se hizo reaccionar con el antisuero, y si el antígeno se ha 
precipitado por completo (hay que vigilar el líquido sobrenadante), 
puede determinarse fácilmente el N del anticuerpo.

Si se plantea un ensayo según la ordenación del procedimiento a 
o del p, y si además la serie de cantidades del factor variable (del
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antígeno en el procedimiento a y del antisuero en el 3) no se dismi­
nuyen de modo muy paulatino, se observa que la floculación aparece 
antes en un determinado tubo de ensayo; en el líquido sobrenadante 
no suele, en general, encontrarse ni antígeno ni anticuerpo, o, a lo 
más, mínimos indicios de uno de los dos componenes de la reacción; 
es decir, las proporciones de la mezcla en el- primer tubo que flocule 
corresponden a la zona de equivalencia. H. R. Dean y R. A. Webb, 
en experimentos en que utilizaron como antígeno suero de caballo y 
como anticuerpo un suero inmune de conejo, y efectuaron la valora­
ción por el procedimiento a, pudieron establecer que la proporción 
entre el antígeno y el anticuerpo, que da lugar a una velocidad de 
floculación máxima, resultaba constante en todas las series de ensa­
yos, por lo que propusieron la designación de optwwm praporiion. 
Los datos de Dean Webb fueron corroborados por otros autores, en­
tre ellos por J. R. Marrack y F. C. Smith para las azoproteínas, 
por G. L. Taylor, G. S. Adair y M. E. Adair, para la ovalbúmina, 
por J. T. Duncan (1932 b) para un polisacárido gomoso de levaduras 
y por W. Smith para el polisacárido de los neumococos del tipo III.

Al multiplicarse las investigaciones orientadas en este sentido se 
encontraron casos en que el óptimo de floculación no correspondía 
exactamente con la zona de equivalencia; es decir, que en el líquido 
sobrenadante se observaba unas veces un ligero exceso de antígeno, 
como en las valoraciones de hemocianina (S. Malkiel y W. C. Boyd), 
o, en otros casos, de anticuerpos, como describe F. M. Burnet 
(193^1 a, 1941) en sus determinaciones de la toxina estafilocócica me­
diante el antisuero de conejo correspondiente (1).

Análogos resultados se obtuvieron valorando toxina mediante an­
titoxina siguiendo e1 método propuesto por G. Ramón (método 0). 
A. M. Pappenheimer y E. S. Robinson ordenan la valoración efec­
tuando una serie de mezclas entre una cantidad constante de toxina 
diftérica y cantidades crecientes de antitoxina; observan que en el 
líquido sobrenadante del tubo de ensayo en que aparezca primero la 
floculación no se puede descubrir ni toxina ni antitoxina, aunque se 
compruebe el resultado negativo practicando la sensibilísima prueba 
de la inyección intracutánea en conejos. Por otra parte, existen ob-

(.1) J. R. Marrack (1938) pone en duda los resultados de Burnct porque 
los preparados que designa como toxina estafilocócica contienen varios antéenos 
a los que pudieran corresponder varios anticuerpos. Los anticuerpos que par­
ticiparan en el óptimo de floculación pudieran ser distintos de los anticuerpos 
que se acusaran en el líqtrido sobrenadante.
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servaciones aisladas según las cuales el óptimo de floculación obte­
nido por el procedimiento (3 puede experimentar un desplazamiento 
en el sentido del exceso de anticuerpos (J. T. Duncan (1932 a), 
G. L. Taylor, G. S. Adair y M. E. Adair).

I

I!
i

Íllí

Composición de los precipitados en anticuerpo y antígeno.

Como ya se mencionó en la página 198, la investigación en los 
líquidos sobrenadantes de la presencia o ausencia de antígeno y anti­
cuerpo sólo constituye la mitad del- análisis de las reacciones seroló- 
gicas de floculación; esta investigación representa, en cierto sentido, 
el “negativo” de dicho proceso, o, dicho con más precisión, informa 
de las cantidades usadas o sin usar de antígeno y de anticuerpo a 
partir de disoluciones de estos productos de concentración conocida. 
En química, lo natural es no darse por satisfecho con conclusiones

?1 

í$!
i

VII. Masa del precipitado y óptimo de floculación.

Cuando se emplea el procedimiento a (es decir, volumen de anti­
suero constante, adición de cantidades crecientes de antígeno), la masa 
del precipitado, expresada en miligramos, no alcanza su valor má­
ximo precisamente en el' tubito en que aparezca antes la flocula­
ción. Hay que sobrepasar la zona de equivalencia, aunque en esta 
zona no se observen anticuerpos en el líquido sobrenadante. El motivo 
consiste, probablemente, en que el precipitado primario formado es 
capaz de ligar una nueva cantidad de antígeno de modo secundario. 
Antes de alcanzar la zona de equivalencia va aumentando la masa 
del precipitado al crecer la cantidad de antígeno añadida; después de 
pasar de la zona de equivalencia puede seguir aumentando algo la 
masa del precipitado, pero pronto se reducen los incrementos, que, 
finalmente, se anulan. Al disminuir la masa total del precipitado se 
modifica la proporción en que participan en él antígenos y anticuer­
pos, en el sentido de reducirse la proporción de anticuerpo a antígeno. 
Una representación gráfica de estas relaciones entre la masa de preci­
pitado y la composición de éste en anticuerpo y antígeno se encuentra 
en M. Heidelberger y F. E. Kendall (1935 b, 1935 c, 1935 d) y. 
J. R. Marrack (1938, pág. 159), la ha reproducido en su conocida 
monografía. Diversos sistemas de antígeno y anticuerpo investiga­
dos por el método a, muestran un comportamiento, aunque análogo, 
no absolutamente idéntico; sobre este punto nos extenderemos más 
en el apartado siguiente.
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obtenidas de este modo, sino tenerlas en 
pletar o verificar los datos obtenidos por 
ducto de la reacción. El hecho de que 1. 
precipitado, que naturalmente debía ofrecerse al investigador 
mer ] * 
nación del antígeno o del anticuerpo

i cuenta más bien para conv 
- el análisis directo del pro- 
la determinación directa del 

en pri- 
plano haya pasado a un segundo lugar se debe a que la determi- 

> en el líquido sobrenadante era 
mucho más sencilla que el desdoblamiento exacto del precipitado en 
sus componentes, para lo que se necesitaban unos conocimientos pre­
vios que sólo se adquirieron pasado algún tiempo. Por tal motivo, las 
investigaciones acerca de la composición de precipitados lavados sólo 
se emprendieron por primera vez por H. Wu, L. H. Cheng y C. P. 
Li (1927) y por Wu, P. P. T. Sah y C. P. Li (1928 b), que utili­
zaron como antígenos hemoglobina y yodoalbúmina y determinaron en 
los precipitados el contenido de N. hemoglobina y yodo.

Actualmente se han efectuado determinaciones muy exactas acerca 
de la composición de los precipitados de antígeno y anticuerpo por 
M. Hjeidelberger y F. E. Kendall (1929 b, 1935 a, 1935 b, 1935 d), 
que emplearon como antígeno un polisacárido del neumococo del 
tipo III, ovalbúmina pura y una azoproteína de albúmina, y por 
F. Breinl y F. Haurowitz (1930) y F. Haurowitz y Breinl (1933), 
que ejmpleaion como antígeno en su primer trabajo hemoglobina 
y en el segundo, una azoproteína coloreada del ácido p-aminobenzol- 
arsínico, cuya participación en el precipitado pudieron determinar de 
modo colorimétrico y por el análisis del contenido de As.

En los últimos años han tenido lugar las investigaciones de 
S. Malkiet. y W’. C. Boyd (hemocianina), A. M, Pappenheimer 
y S. Robinson (floculación de la toxina diftérica por el procedimiento 
de Ramón), A. M. Pappenheimer, H. P. Lundgr^n y J. W. 
Williams (investigaciones sobre el peso molecular de la toxina dif­
térica, sobre al antitoxina diftérica y sobre el producto de reacción 
de ambos componentes), así como las expuestas por M- HeidelbeR- 
ger (1939) y por W. C. Boyd (i943) en su obra Fundamentáis of 
Jnvnlunology.

Los resultados pueden resumirse del modo siguiente:
i. Al examinar una serie de mezclas preparadas según el mé­

todo a (cantidad constante de anticuerpo, es decir, de antisuero, y 
cantidades crecientes de antígeno) se observa qUe ja zOna de equiva­
lencia posee una cierta amplitud. Esta zona limita, a la izquierda cpn 
la zona del exceso de anticuerpo, y por a dereCha cQI1 del exceso 
de antígno. Dentro de la zona de equiv encia var¿n las ProPorciones- 
en que antígeno y anticuerpo participan en la Composic¡ón d«l preci-
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Peso molecular

: 1Hemoci&nima (Btuycon)

■!

I

4 ooo
44 ooo
7o ooo

167 ooo

polidi«p«rao
(¿1 200 000-2 500 OOO?) ?
6 800 OOO eomponeate í 

principal. »

• 1 
: 1 
: 1 
í 1

íí
0,91- 1.4 
0,59- ®,75 : i

Proporción entre anti- 
cuerpo y antigeno (¿ate 
= 1) en los precipita­
dos de la zona de equi­

valencia

i
I

i

Poliaacárido del neumococo del 
tipo III .................................

Ovalbúmina.............................................
Seralbúmina de caballo.......................
Seudoilobulina de caballo.................
Hemocianina (Limulua polyphe- 

mua)......................

So - loo 
8,6- 15 
6,3- 7,5 
3.2- 4,5

Si se conoce el peso molecular del antígeno y se emplea antisuero 
de conejo (cuyo anticuerpo—es decir, la globulina y <tel suero de 
conejo—posee un peso molecular, en números redondos, de 150.000) 
puede calcularse la composición molecular de los precipitados obte-

 

pitado, como se entiende que ha de resultar en úna zona, limitada por 
ambos lados, constituida por una serie de mezclas en que se mantiene 
constante uno de los factores, mientras que el otro varía con arreglo 
a una determinada ley. Por otra parte, si se determina la proporción en 
que el anticuerpo y el antígeno entran en los precipitados de la zona de 
equivalencia, se aprecia cierta dependencia entre dicha proporción y 
el peso molecular dpi antígeno: el predominio del anticuerpo sobre el 
antígeno disminuye al crecer el peso molecular (véase tabla 14). La 
influencia de este factor, es decir, del tamaño de la partícula fue esta- 
blecido ya por M. H. Merrill (véanse págs. 194 y siguientes), aunque 
el objeto de las investigaciones de este autor no era la composición 
de los precipitados inmunes, sino descubrir las propiedades del anti­
geno que condicionan la formación de precipitados visibles en las 
reacciones serológicas de floculación, sin tener en cuenta que se pro­
duzcan exteriormente en forma de precipitación inmune o de aglu­
tinación.

TABLA 14

Proporción entre anticuerpo y antígeno en los precipitados producidos en la 
.zona de equivalencia; los numeres representan la cantidad relativa de anticuer­
po cuando la cantidad de antígeno añadida se conserva igual a I. Reproducción 
abreviada de una tabla de J. R. Marrack (1938, pág. 161); los pesos molecu­
lares aceptados por Marrack se han sustituido por datos más exactos tomados de 
las tablas de Kai O. Pedersen (The Sverherg, K. O. Pedersen, págs. 368-372).
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estima en 150.000).

Antitena o hapteno.

’O«i a5 Oa A¡

S* AS A S3 A, Si A

Exceso 
máximo de an­

ticuerpo.

H A»
Tg A3

Límite de la 
10na de equi­
valencia con ia 
de exceso de 

antigeno.

Sa A,
Tg A10

coní

H A£
TAyT

Zona d 
inhibició

Sa A6 
Tg Ató

Oa A5
□ ▼albúmina cristalizad*

Oa.......................................
Ser albúmina cristalizada

(Sa).....................................
Tireoglobnlina (Tg).........
Polisacáridos ¿el neumo­

coco, tipo III (S)..........
Hemocianina da vivíparo

(H).......................................
Toxina diftérica (T) ....

H A120 
T A4T A2*T As

TABLA 15

Composición molecular de los precipitados específicos obtenidos con antisuerc 
conejo. A = anticuerpo (cuyo peso molecular se

Sa A, 
Tg A5

Oa A3

Sa A4
Tg A14

nidos de la zona de equivalencia. K. LandsteineR (194.5, 
ha reunido en una tabla, que aquí se reproduce algo abreviada, 
resultados de las publicaciones de M. Heidelberger (1938), í 
penheimer, Lundgrem y Williams y W. C. Boyo (i943)«

Límite entre la 
zona de equi­
valencia y la de 
exceso de anti­

cuerpo.

Observaciones.—Los índices de las letras indican el número de moléculas 
antígeno o de anticuerpo. Para el hapteno S se tiene en cuenta el peso mín 
de cadena de polisacárido capaz de reaccionar. El dato señalado con un a 
risco corresponde al punto de floculación. Hay qué tener en cuenta en las 
vestigaciones de este tipo el contenido de lipoide en los precipitados, que pt 
variar entre amplios límites, según la naturaleza del antígeno y del antisi 
[F. Brzinl y F. Haurowitz (1930), F. L. Horsfall y K. Goodner (*•

1936 a, 1936 b), Goodnfr y Horsfaix, J. R. Marrack, 1938.

De la tabla parece deducirse. 1. Que la proporción entre el 
mero de moléculas de anticuerpo y de antígeno contenidas en 
precipitados producidos dentro de a zona de equivalencia es var*a 
pero que los valores extremos no difieren mucho entre sí; «• 
la zona del exceso máximo de anticuerpo, con caHa mol¿cu)a de ¡ 
geno se combinan más moléculas de anticne en laS zonas
equivalencia (en general, aproximadamente do¿L. Que 1 
léculas que poseen un 1*“ elevado (tireoglobul'na<
cianina) pueden fijar un numero J^rpd/

rablemente superior /noli sacar id Moléculas depeso molecular reducido (poicando
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(i) En sus cálculos, Haurowitz admite para la seroglobulina de caballo 
un ipeso molecular de 100.000, por bajo de su valor en un 34 por 100 aproxi­
madamente (consúltense las tablas de Kai O. Pedersen en la obra de The 
Svedberg y K. O. Pedersen). Además, Haurowitz acepta la hipótesis de que 
el ¡grupo azoico -N = N-C0H4-AsO3H2 sólo se combina con la histidina y 
tirosina, suposición que no puede admitirse con validez general. Finalmente, 
Haurowitz (véase F. Haurowitz y G. Appel) pretende demostrar en yodo- 
proteínas con distinto contenido de yodo las leyes que observó en las azopro- 
teínas preparadas con atoxilo diazotado. Observó también en ellas que los 
antígenos con elevado contenido de yodo pueden fijar más anticuerpos que los 
que lo contienen en pequeña cantidad, pero que aproximadamente cada 20-60 
grupos con yodo del antígeno sólo fijan una molécula de anticuerpo, lo que los 
autores interpretan por la hipótesis auxiliar de que “sólo reaccionan con el 
anticuerpo aquellos grupos con yodo del antígeno que están situados en la su­
perficie”. No explican el motivo de que carezca, en cambo, de influencia la po­
sición que ocupen en las moléculas de azoproteínas los determinantes con A«.

posición intermedia los antígenos de peso molecular medio (ovalbú* 
mina, seralbúmina y toxina diftérica).

Como datos complementarios se señala que la proporción exis­
tente entre el anticuerpo y el antígeno del precipitado (véase tabla 14) 
es menor cuando se utiliza en la reacción un antígeno heterólogo 
[M. Heidelberger y F. E. Kendall (1934), HeidelbErger, Kabat 
y Shrivastava, B. S. HookEr y W. C. Boyd (1936 b)], y que en 
las azoproteínas artificiales el número de moléculas de anticuerpo 
combinadas corresponde, dentro de ciertos límites, al número de gru­
pos determinantes existentes en la molécula del antígeno (a esta con­
clusión llegó F. Haurowitz (1936) en experimentos efectuados con 
antígenos obtenidos copulando seroglobulina de caballo con diversas 
cantidades de atoxilo diazotado) (1).

a. Si se preparan dos series de mezclas de los mismos antígeno 
y antisuero, la primera, preparada por él procedimiento a, es decir, 
manteniendo constante la cantidad de antisuero y variando la de an­
tígeno, y la segunda por el procedimiento (3, es decir, conservando 
fija la cantidad de antígeno y variando las de antisuero, se observa 
que la proporción entre antígeno y anticuerpo que poseen las mezclas 
en que la precipitación aparece antes (“proporción óptima”), no suele 
coincidir en ambas series. Habitualmente la proporción antígeno : an­
ticuerpo resulta menor en el método (3 que en el método a, es decir, 
que el óptimo de floculación en el primero se desplaza en sentido del 
exceso de anticuerpo. La figura 16 ilustra el éfecto de la variación de 
las propociones entre antígeno y anticuerpo sobre la masa de preci­
pitado y la velocidad de la producción de éste; las filas corresponden
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Numerosos autores han confirmado que, tanto en las reacciones 
de precipitación como en las de aglutinación, no coinciden los óptimos 
de floculación en 1os métodos a y 0 [H. R. Dean y A. R. Webb, 
G. L. Taylor (1931, 1933), G. L. Taylor, G. S. Adair y M. E. 
Adair, A M. Brown (1935), A. A. M. Miles (1933), J- P- Duncan 
(1932 a, 1932 b), G. Ramón (1941 a), G. Ramón y R. Richou, W. A. 
Timmerman y otros]. De las causas del fenómeno se han ocupado es­
pecialmente J. R. Marrack (1938, 1942), W. W. C. Topley y G. S. 
Wilson, asi como W. C. Boyd (1941, 1943). sin que hasta 1a fecha 
se haya encontrado una explicación convincente.

W. C. Boyd (1941), quien ha estudiado el óptimo de floculación 
por extenso y en experimentos efectuados con suma exactitud, llegó 
a la conclusión de que hay que distinguir dos tipos, de antisuero, a 
saber: el tipo H y el tipo R. El tipo H, al que pertenecen la antitoxina 
diftérica de caballo y sueros antiproteína también de caballo, da dos 
óptimos de floculación genuínos, según se titule por el procedimien­
to a o p°r procedimiento 0, entendiendo que en un óptimo de flo­
culación genuino se observa una proporción constante entre el antigeno 
y el anticuerpo, es decir, que sj Se e]
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que multiplicar por diez la cantidad anticuerpo, es decir, de antisuero, 
para alcanzar el óptimo de floculación. Con los anticuerpos H, los 
óptimos de floculación conseguidos por los métodos a y (3 pueden 
estar muy próximos, pero nunca coinciden por completo. Los anti­
sueros del tipo R, entre los que se encuentran los de conejo, aunque 
no todos, no presentan un óptimo de floculación propiamente dicho 
(es decir, una velocidad de floculación máxima, ligada a una deter­
minada proporción entre el antígeno y el anticuerpo), sino cuando se 
valoran por el procedimiento a; en cambio, si se valoran por el pro­
cedimiento P (mezclando cantidades crecientes de anticuerpo con una 
cantidad de antígeno constante), aunque cada serie ofrezca un óptimo 
de floculación, éste depende de la cantidad de antígeno elegida en 
el ensayo y no de la proporción determinada (constante) entre las- 
cantidades de antígeno y de anticuerpo.

El antígeno y el anticuerpo se usan en forma de soles, es decir_ 
de disoluciones coloidales, por lo que para comprender la esencia de 
la floculación inmune interesa estudiar los fenómenos que se observan 
en floculaciones conseguidas mediante la mezcla de soles más sencillos. 
Ya en 1918 v. Smoluchowsky expuso una teoría que permitía calcu­
lar la velocidad de las floculaciones coloidales, y que coincidía bien- 
con los resultados experimentales obtenidos con soles inorgánicos. Si 
esta teoría fuese aplicable a los sistemas antígeno-anticuerpo, todos- 
los anticuerpos (los antisueros) se comportarían de modo análogo 
y pertenecerían precisamente, según las observaciones de W. C. Boyd- 
(1941), siempre al tipo H. Pero como la realidad no es ésta, ya que 
se conocen dos tipos diferentes a este respecto, Boyd deduce que di­
versos anticuerpos pueden señalarse por propiedades físicas y quí­
micas especiales que condicionan la velocidad de las floculaciones 
producidas cuando se mezclan con el antígeno. En cuanto a la esencia- 
de tales propiedades, Boyd no se ha pronunciado de modo definitivo, - 
sino que se ha limitado a discutir algunas posibilidades.

En «primer lugar, se observa que la procedencia de los antisueros de caballo- 
c de conejo juegan un papel importante, aunque no absolutamente decisivo.. 
Los anticuerpos de caballo son, en general, más hidrosolubles que los de conejo, 
lo que ya se refleja en que los primeros requieran una mayor concentración*, 
de sulfato amónico que los segundos al precipitarlos de los antisueros corres­
pondientes. Con ello también puede relacionarse el .hecho de que, al valorar 
los antísue/os de caballo, siguiendo el procedimiento (3. basta un exceso, rela­
tivamente pequeño, de anticuerpos por encima del ópt-mo de floculación para 
mantener disuelto todo el floculado (véase pág. 221). Parece muy probable que- 
a medida que los anticuerpos predominan en el producto de la reacción elevan.» - 
la solubilidad del mismo; según ello, la reacción entre antígeno y anticuerpo,.
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.(i) H. Eagle (1032 b), W. C. Boyd y S. B. Hooker (1938). E. M. Folxens- 
bv y S. B. Hcok, M. Hetdelberger, H. P. Treffers y M. Mayer (1940), 
W. C. Boyd. J. B. Cohn. D. T. Greg, G. B. Kisttakowsky y R. M. Roberts 
(1941).

En Boyd, como ha podido observarse, todo la discusión se centra 
alrededor del óptimo especia! que presentan los antisueros H al ser 
valorados por el procedimiento $. El óptimo observado al determinar 
por el procedimiento a el contenido en anticuerpos, tanto de los sueros

<jue se efctúa con gran velocidad (1), se produce perfectamente; pero el com­
plejo ocasionado permanece disuelto cuando en su composición entra el anti­
cuerpo en una medida que. exceda un poco de un valor determinado. Ya antes 
de alcanzarse este grado pudiera intervenir la creciente solubilidad del producto- 
de la reacción en el sentido de retrasar la aparición del precipitado, lo que 
explicaría el óptimo de velocidad de floculación de los sueros H en el procedi­
miento (3. Al valorar por el método 3 los sueros R menos solubles (más hidró­
fobos), también aumenta la velocidad de floculación hasta que se alcanza deter­
minada concentración del suero; ahora bien: al sobrepasar este valor, la adi­
ción de más anticuerpos no aumenta la solubilidad del complejo antígeno- 
anticuerpo (lo que es fácil de entender, teniendo en cuenta las características 
físicas del anticuerpo), y de este modo puede explicarse la ausencia de un 
óptimo 3 propiamente dicho en las valoraciones de los sueros del tipo R. Esta 
hipótesis se apoyaría, como ya señala Boyd, en la teoría de J. Bordet (véase 
página 234) según la cual las reacciones serológicas de floculación transcurren, 
en dos fases de las cuales, la primera, a saber: la combinación del antigeno y 
el anticuerpo es específica, mientras que la segunda, la formación y sedimenta­
ción de los flóculos, debe considerarse como un proceso inespecífico.

Para explicar el hecho de que al titular los sueros H por el procedimiento 3 
baste un pequeño exceso de los anticuerpos, para dificultar la floculación.. 
A. M. Pappenheimer, H. P. Lundgren y J. W. Williams suponen que Ios- 
grupos de la molécula de anticuerpo, capaces de combinarse (es decir, de re­
accionar) con el antígeno, están situados de modo distinto en ‘los tipos H y R. 
En el tipo H deben encontrarse en un polo de la molécula elipsoidal del anti­
cuerpo, y por ello se perturban mutuamente cuando deba fijarse, én una misma, 
molécula de antígeno, una cantidad de anticuerpo que exceda de dicho valor; 
en los sueros R tales grupos deben estar distribuidos de modo más homogéneo 
por la superficie de la molécula antigénica, de modo que no se acusa la inter­
ferencia espacial, y, por consiguiente, la floculación puede seguir progresando- 
en la zona del exceso de anticuerpos. Contra esta teoría, Boyd opone la obje­
ción principal de que existen anticuerpos monovalentes; es decir, anticuerpos que 
no poseen sino un solo grupo capaz de combinarse, para los que naturalmente 
tal teoría no puede aplicarse; considera, pues, más satisfactoria la explicación 
fundada en el carácter más o menos hidrófilo del anticuerpo. Por último, Boyd 
menciona brevemente la suposición de F. E. Kendall (i94r), que hace depen­
der la floculación del grado en el que se influyen mutuamente los distintos 
grupos de la molécula de anticuerpo capaces de combinarse con el antígeno.
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R como de los H, no ofrece, como Boyd señala, ninguna dificultad. 
En el procedimiento a la cantidad de anticuerpo es la que se mantiene 
constante. Si se le añade antígeno en cantidad insuficiente, no se al­
canza el número dé centros de agregación que requiere una floculación 
rápida; al añadir cantidades mayores de antígeno se aumenta el nú­
mero de centros, pero simultáneamente disminuye el de anticuerpos 
ligados a cada molécula antigénica, por lo que los agregados primarios 
producidos resultan menos hidrófobos (más solubles). Finalmente se 
.alcanza un punto en el cual la tendencia de los agregados primarios 
a fundirse entre sí (que disminuye con la concentración) se compensa 
por la velocidad con que aumenta el número de los agregados (ópti­
mo a). Si se sigue elevando la cantidad de antígenos, se reduce la 
tendencia de los agregados primarios a reunirse en flóculos mayores, 
y la floculación comienza a hacerse perezosa (a inhibirse), y finalmente 
se impide por completo (zona del exceso de antígeno).

W. C. Boyd y M. A. Purnell intentaron después aclarar el mo 
tivo por el que los óptimos a y £, aunque es cierto que se encuentran 
muy próximos, nunca coinciden por completo, y admitieron una sen 
cilla explicación fundada en que cada uno de dichos métodos intenta 
responder a una pregunta distinta. En el método a se utiliza una can­
tidad determinada de anticuerpo y se busca la cantidad de antígeno 
que provoca la floculación más rápida, es decir, la cantidad de antí­
geno no se limita. En el procedimiento 0, en cambio, se mantiene 
constante la cantidad de antígeno y se busca la cantidad de anticuerpo 
con que se consigue la floculación más rápida, para lo cual se adicio­
nan cantidades crecientes de anticuerpo hasta alcanzarla. El método a 
es, por consiguiente, un método cómodo para la medida del anticuer­
po, y el método f ofrece ventajas técnicas para valorar el antígeno. 
Boyd y Purnell ofrecen una tercera técnica, el método e, cuyos re­
sultados se encuentran en medio de los óptimos a y (3, pero que en 
la práctica resulta más complicado; con respecto a las particularidades 
al método e nos remitimos al trabajo original.

3. De Tas tablas 14 y *15 de las páginas 202 y 203 se deduce que e! 
antígeno puede combinarse con mucha más cantidad de anticuerpos 
que la necesaria para la formación del precipitado inmune. Esto puede 
comprobarse de modo mucho más sencillo en 1a aglutinación, mez­
clando cantidades decrecientes de un suero aglutinante con una canti­
dad constante de bacterias aglutinables, centrifugando las bacterias 
después de producida la reacción e investigando el contenido de aglu- 
tininas libres (no ligadas) en el líquido sobrenadante. La siguiente 
tabla da los resultados de un experimento de este tipo efectuado en
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TABLA 16

U. Aj. combinada!.

líí

!
¡
í

I
4

Coeficiente de ad­
sorción (Í7. 

combinadas por 1OO.)

i

i

i

1 :
1 :
1 :
1 :
1 :
1 :
1 :
1 :
1 « 
1 :

Dilución 
d e 1 

añero.

2 
22 
45 
75 
90 

225 
450

2 250 
11 250 
22 500 
45 000

2
22 
45 
75 
89
210
400

1 65o
6 750

12 500 
22 500

1 : 20000 
2000 
1OOO 

600 
500 
200 
100 
20 

4 
2 
1

U. Ag. en el volu­
men de la mezcla 

reaccionante (le. e.)

ií
ií

I

:i 
Ü 
ií

100
100
100
100
100 [eproximadi-

95 mente

90
73
60
55
5o

1902 por Philipp Eisenberg y Richard Volk, en la que estos 
autores consideran como unidad de aglutinación (U. Ag.) la mínima 
cantidad de antisuero que ocasiona una aglutinación apreciable.

Si se consideran por una parte la medida de la superficie de las 
bacterias (en la prueba citada de Eisenberg y Volk se trataba del 
Eberthella typhi) y por otra parte la configuración y tamaño de la 
molécula de! anticuerpo, tal como actualmente se conoce, resulta claro 
que la aglutinación se produce antes de que la superficie de la bacteria 
se cubra de moléculas de anticuerpo. Se ha corroborado esta conclu­
sión por investigaciones ópticas y por cálculos y experimentos [J. R- 
Marrack (1938, 1942), M. HeidelbergEr (1942), Pressman, Camp­
bell y Pauling, A. Pijper, F. S. Jones y R. B. Little, M. HetdEl- 
berger y E. A. Kabat (1934, I941)] • Lo anterior vale también para 
otros elementos de gran superficie; así, H. Eagle (1935 a, 1935 b), 
en sus investigaciones sobre la floculación de las partículas de los ex­
tractos de corazón de vaca por las reaginas de los sueros sifilíticos 
llegó a la conclusión de que basta con que la vigésima parte de la 
superficie de la reagina quede recubierta para que ésta precipite, y 
de que la floculación de partículas de corpúsculos de la sangre de 
carnero o del riñón de cobayo por anticuerpos heterogenéticos ya tiene 
lugar cuando sólo está recubierta la cientoveinteava parte de la su­
perficie. ^También es interesante el tipo de experimentos efectuados 
por F. S. Jones (1928 b), que adsorbe en partículas de colodión suce­
sivamente cinco antígenos diferentes, y observa que estas partículas 
se aglutinan par cada una de las cinco precipitinas de dichos antígenos.

14
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Se supone que un solo antígeno no ocupa toda la superficie de la 
partícula, sino que cada uno de ellos se fija en una pequeña zona; es 
decir, que se llega a Ta misma conclusión que parece bien establecida 
para la aglutinación de las bacterias, eritrocitos, etc.

Parece posible e incluso probable que las partículas de antígeno 
de dimensiones pequeñas necesiten para flocular cubrirse por comple­
to de los anticuerpos. Pero parece que en tales casos el recubrimiento 
tampoco es completo, ni siquiera tratándose de antígenos de pequeño 
peso molecular. Heidelberger (1939) observa, por ejemplo, que los 
precipitados obtenidos con ovalbúmina y un antisuero homólogo de 
conejo en la zona de equivalencia se componen de dos moléculas de anti­
cuerpo y una de antígeno, lo que supone que deben estar recubiertos 
los dos tercios de la superficie de la molécula del antígeno. Además,. 
W. C. Boyd y S. B. Hooker (1934 b) calculan que se necesitan cua­
tro moléculas de antitoxina para recubrir la superficie de una molécula 
de toxina diftérica; por otra parte, A. M. Pappenheimer, Lungren 
y Williams han determinado que en el óptimo £ de floculación se 
combinan dos moléculas de antitoxina con una de toxina (véase la 
tabal 15 de la página 203, de todo To cual resulta que en este caso 
no está recubierta sino la mitad de la superficie de la antitoxina. En 
tales cálculos no se tiene en cuenta la forma en que las moléculas 
alargadas (elipsoidales) de las globulinas inmunes “recubren” una 
molécula antigénica.

4. Se ha intentado varias veces establecer fórmulas matemáticas, 
para las reacciones de floculación, entre otros, por M. HeidElberger 
y F. E. Kendall (1935 c, 1935 d), W. Biltz (1910), Ph. Eisenberg 
y R. Volk (1902), H. W. Cromwell (1932), F. M. Burnet (1931 a), 
A. D. Hershey (1941, 1942, 1943), W. C. Boyd y S. B. Hooker 
(1934 b, 1936, 1939), F. E. Kendall (1942). Todas estas ecuaciones 
tienen en común que parten de suposiciones no demostradas; por 
ejemplo, que 1a globulina inmune (el anticuerpo) está constituido por 
tres esferas iguales de un peso molecular de 34.500 [W. C. Boyd y 
S. B. Hooker (1934 b, 1939)], que el anticuerpo es bivalente o 
multivalente [M. Heidelberger y F. E. Kendall (1942)], que la 
combinación del antígeno y el anticuerpo se produce en forma de 
reacciones bimoleculares sucesivas [Heidelberger y Kendall], et­
cétera. A esto hay que sumar las dificultades objetivas que proceden 
de que la sustancia utilizada como antígeno puede no ser homogénea 
o que en el antisuero pueden coexistir anticuerpos con especificidad 
diferente o con distinta actividad de floculación (“low-grade antibo- 
dies” véase pág. 185). Por ello, si las 'fórmulas se han deducido de?
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investigaciones efectuadas 
anticuerpo, tales ecuaciones,

en los precipitados

en un sistema determinado de antígeno- 
, en general, sólo pueden aplicarse a dicho 

sistema y en las condiciones experimentales elegidas; pero resultan 
inadecuadas para otros sistemas o hay que transformarlas para que 
se adapten aproximadamente a los resultados experimentales. Tal es­
tado de cosas se refleja en que las fórmulas propuestas difieren entre 
sí de modo muy considerable, sin que ninguna de ellas haya conse­
guido una aceptación general por los autores que se ocupan en la 
investigación matemática del proceso de las reacciones serológicas. 
A este respecto es muy significativo que F. E. Kendall, después de 
establecer, en colaboración con Heidelberger, una fórmula mate­
mática como consecuencia de investigaciones meticulosas haya vuelto 
a ocuparse del tema y, aunque mantenga la ecuación reaccional pri­
mitiva (i)

0.) y — contenido de anticuerpos en el precipitado en mg; x = contenido de 
antígeno en c! precipitado en mg; A = anticuerpos totales; R = proporción en­
tre antígeno y antiouerpos en la zona de equivalencia. La fórmula resulta vá­
lida en el campo del exceso de anticuerpos y se apoya en la suposición de la 
realidad de la teoría reticular, es decir, de que el precipitado consta de moléculas 
de anticuerpo ligadas entre sí por moléculas de antígeno, según el siguiente 
esquema (en el que las A representan anticuerpos, y las G, antígenos).

haya prescindido de algunas premisas que simplificaban demasiado 
el problema y además limite la validez de la ecuación a los anticuer­
pos homogéneos.

Una de las fórmulas más sencillas mediante las cuales puede de­
terminarse la proporción entre anticuerpos ligados y anticuerpos que 
quedan libres en el líquido sobrenadante es la conocida isoterma de 
Freundlich :
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cuando esta fórmula deba aplicarse a una reacción serológica x, re­
presenta la cantidad de anticuerpo fijado (adsorbido); c, la cantidad 
de anticuerpo libre; m, la cantidad de antígeno, y k y n, constantes. 
Las investigaciones anteriormente mencionadas de Eisenberg y 
Volk acerca de la aglutinación bacteriana (véase tabla de la pág. 209) 
condujeron a resultados que coinciden bastante bien con la ecuación 
de FrEundlich ; lo mismo puede decirse de las determinaciones, 
efectuadas por H. W. Cromwell, de la proporción entre la hemoli- 
sina combinada y la libre. En otros casos (neutralización de toxina 
por antitoxina), la fórmula no se ha corroborado experimentalmente, 
o sólo resulta satisfactoria después de introducir nuevas hipótesis 
auxiliares (F. M. Burnet). Pero, ante todo, J. R. Marrack (1938) 
hace constar, con razón, que la concordancia o la no concordancia de 
los resultados experimentales obtenidos en las reacciones serológicas con 
la isoterma de Freundlich no aporta ninguna luz al problema de si 
la unión del antígeno al anticuerpo debe considerarse como una reac­
ción química o como una adsorción.

Las ■ reacciones antigeno-anticuerpo "in vitro” 
. .<  ----------------------------------------- —

IX. La combinación del antígeno y de la proteína, inmune excnni- 
nada mediante el microscopio electrónico.

Mediante el microscopio electrónico puede observarse directa­
mente el modo de fijarse las proteínas inmunes a superficies o partícu­
las de antígeno. • —

St. Mudd y T. F. AndErson determinaron, mediante cientos de 
medidas efectuadas en el campo del microscopio electrónico, el diáme­
tro de los flagelos del Bacillus subtilis; encontraron un promedio de 
186 ± 4 Agm. Añadieron a emulsiones de esta bacteria antisuero de 
conejo diluido diez veces, y al cabo de media hora de reposo diluye­
ron Ja mezcla con cien veces su volumen de agua destilada y exami­
naron con el microscopio electrónico algunas preparaciones de esta 
suspensión. Después de su tratamiento con el antisuero, los flagelos 
aparecían engrosados de modo irregular, por lo que los autores dedu­
jeron que los anticuerpos depositados en los flagelos no constituían 
una película continua, sino que los lugares sin recubrir alternaban 
con depósitos más o menos espesos. Según las medidas efectuadas 
en los lugares más gruesos resultó que en ellos el1 promedio del diáme­
tro de los flagelos había aumentado tanto que el espesor del- depósito del 
anticuerpo correspondiente podía tasarse en 167 Agm. El anticuerpo, 
en este caso y en pruebas análogas efectuadas con bacilos tífico y paratí­
fico, era una globulina de conejo; es decir, la globulina inmune de un
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molécula, según 1as investigaciones de
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el microscopio electrónico ¡

De una comunicación dé T. F. AndErson y W. M. Stanley pa­
rece deducirse que la 'forma de disponerse los anticuerpos, tal como 
nos la descubre el microscopio electrónico, puede resultar decisiva 
para explicar el modo de actuar de los antisueros floculantes de conejo. 
Los elementos del virus del mosaico del tabaco son bacilares y poseen, 
según determinaciones efectuadas en el microscopio electrónico, una 
anchura de 15 mp. Los autores citados prepararon mezclas de virus

Reacciones antigeno-anticuerPo en

(1) Los datos de Neurath con respecto a la prc-porción de los diámetros 
longitudinal y transversal de las moléculas proteicas se calcularon apoyándose 
en las constantes de disimetría de Svedberg. No es seguro que tales datos sean 
exactos, porque se obtuvieron por un solo método. Neurath también ha publi­
cado datos acerca de las medidas de las moléculas de insulina, lactoglobulina 
y hemoglobina de caballo, y como estas proteínas pueden cristalizarse, fué 
posible comprobar los resultados analizando los cristales por rayos X. La^ 
investigaciones efectuadas en este sentido por D. Trowfoot coinciden con las de 
Neurath en apreciar desviaciones de la forma esférica; pero, según ellas, la 
diferencia entre ambos diámetros, en las tres proteínas investigadas, no es tan 
grande como la que resulta de las medidas de Neurath; y según Trowfoof, 
la proporción entre los ejes no excede de 1 : 2. Sin embargo, según nuevas 
determinaciones de la configuración de las moléculas de las seroproteínas, efec-

,Moléculas de anticuerpo----- _____

— Superficie de los flagelos —-

antisuero de conejo, cuya molécula, según las investigaciones de 
Neurath, tiene una configuración alargada; el eje transversal, según 
cálculos de este autor, mide 37 Agm., y el longitudinal1, 274 Agm., apro>- 
xirr^adamente (1). Esta circunstancia dificulta, naturalmente, decidir si- 
el espesor de los depósitos en los flagelos de las bacterias corresponde- 
a la dimensión de la molécula de la globulina inmune. Se concibe que 
el espesor del depósito puede variar entre los límites que marcan 
ambos diámetros de la molécula de anticuerpo, según que ésta se 
deposite en los flagelos horizontalmente, formando un ángulo agudo 
con el eje longitudinal de flageló o de modo perpendicular; siempre 
suponiendo el caso más sencillo, y por lo demás no improbable, de 
que se trate de una película monomolecular de anticuerpo.

Fig. 17. Esquema de los diferentes modos de colocarse las moléculas elipsoidales 
de un anticuerpo (longitud a anchura como 13 14) sobre la superficie de un flag^il) 
con antígeno. FM (espesor de la película) posee en a, b, c valores proporcionales a 

4, 9 y *3, respectivamente.
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tuadas por otros métodos (doble refracción en líquido circulante, medidas dieléc­
tricas), todas ellas poseen una disimetría muy pronunciada. J. T. Edsall 
encuentra para la molécula de seroalbúmina humana unas dimensiones de 
150 : 38 Agm., y J. L. Oncley para la globulina y de la misma procedencia, 
320 : 36 Agm.; para el fibrinógeno del plasma sanguíneo humano, otros autores 
admiten 900 : 30 Agm. Se cree que el diámetro ecuatorial de las distintas seropro- 
teínas se aproxima a 36 Ajgm. (véase el dato citado de Neurath) ; esta coincidencia 
entre el espesor de las distintas proteínas del suero la explican E. J. Cohn, 
Oncley, Strong y otros autores, por la necesidad de impedir que en los capi­
lares se salgan de la sangre. Lo único variable es, pues, el diámetro longitudi­
nal. En definitiva, puede admitirse que las moléculas de globulina inmune poseen 
forma elipsoidal y que su diámetro longitudinal excede con mucho al trans­
versal impuesto por exigencias fisiológicas.

íi

í
1
|7

á
Fig. 18 (según T. F. Anderson y W. M. Stanley). Posible modo de disponerse 

moléculas del anticuerpo, estrechas y de forma elipsoidal, en ios costados de un 
demento (molécula) de forana bacilar del virus dd mosaico dd tabaco, a) Corte longi­

tudinal; b) corte transversal.

purificado con un antisuero específico de conejo, y después de una 
hora de reposo el espesor de los bacilos de virus había aumentado 
hasta 70 mp, es decir, su espesor aumentó en 55 mp, lo que supone 
que en cada uno de los lados del bacilo se ha formado un depósito 
de 27,5 mp = 275 Agm. (véanse los valores que se aceptan para el eje 
longitudinal de la molécula de globulina inmune de conejo). Los 
resultados se interpretaron en el sentido de que la molécula de anti­
cuerpo se dispone de modo que su eje mayor queda perpendicular 
a la superficie del bacilo cilindrico del virus, es decir, que se ordenan, 
observados en un corte, del modo radial que representa la figura 18. 
Pero al repetir estos experimentos Anderson y Stanley (según citan 
Mudd y Anderson) no consiguieron sino aumentar en un grado in­
significante el espesor del bacilo del mosaico del tabaco; como care­
cemos de datos más exactos no podemos admitir, desgraciadamente, 
como definitivas las conclusiones de la primera serie de experimentos 
relativa a este problema, a saber: que la reacción entre el virus del 
mosaico del tabaco y su antisuero específico transcurre no como una 
aglutinación, sino como una precipitación típica.
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X.

iIEste método fue utilizado por M. F. Shaffer y J. H. Dingle, 
y a continuación por J. B. Bateman, H. E. Calkiiís y L. A. Cham­
pees. Como los datos de los autores citados en primer lugar se han 
mencionado ya en otro capítulo (véase pág. 86), expondremos aquí 
por extenso principalmente la obra de Bateman, Calkins y Chambers.

Lauffer). Este antígeno se

Determinación del espesor de las películas de anticuerpo fijadas 
de modo específico a capas monocelulares de antígeno.

Es posible que con el nuevo procedimiento de la micro fotografía de 
las sombras eletcrónicas [R. C. Williams y R. W. G. Wyckoff 
(1945)], se consigan resultados reprodúceles, ya que el nuevo método 
permite examinar el espesor y la configuración de los objetos de un 
modo inasequible basta la fecha en los trabajos con el microscopio 
electrónico.

Como antígenos utilizaron el producto del estreptococo hemolítico denomi­
nado sustancia M, cuyo peso molecular se calcula en 40.000, de modo que es 
entre 500 y 1.000 veces menor que el peso molecular del virus del mosaico del 
tabaco (23.000.000, según G. Schramm y H. Muller, ó 42.500.000. según M. A.

extendió en capa monomolecular sobre una super­
ficie de estearato bárico, y sobre esta capa se depositó una gota de antisuero 
de conejo que se extendió haciendo girar la lámina lentamente. Después de 
transcurrido el tiempo de la reacción el antisuero se enjuagó con gran cantidad 
de disolución de cloruro sódico al 0,8 por 100 y de agua destilada, con el fin de 
que no permaneciera más que la porción fijada por la película de antígeno. 
Examinando el comportamiento de ambas capas frente a la luz polarizada que 
las atraviesa, puede calcularse el espesor de la película de anticuerpo. Los valo­
res encontrados oscilan entre 55 y 200 Agm.; son, por consiguiente, bastante varia­
bles. Las capas de espesor mínimo se obtuvieron con antisuero diluido 3°° 
veces, y las de espesor máximo con antisueros concentrados; en el primer caso 
se admite que la molécula de anticuerpo se deposita horizontalmente o for­
mando un ángulo pequeño con la capa del antígeno, y en el segundo, que, por 
el mayor número de moléculas de anticuerpo, éstas han de disponerse verti­
calmente sobre la película antigénica. St. Mudd y T. F. Anderson corroboran 
esta interpretación hipotética por los resultados de sus observaciones mediante 
el microscopio electrónico. Cuando se opera con productos que pueden exami­
narse visualmente, con bacterias y con sus flagelos, parece observarse que 
cuando hay una débil “sensibilización del antígeno” los anticuerpos se deposi­
tan sobre la superficie del antígeno, constituyendo una película incompleta; es 
decir, formando manchas, y que la película posee un espesor que corresponde, 
aproximadamente, al eje transversal de la molécula de la globulina inmune; 
al aumentar la “sensibilización”, los ejes longitudinales de las moléculas de 
dichas globulinas se disponen radialmente, tal como se representa en la figura 18 
(consúltese también Direct photography of antigens and cmtibodies).
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El espesor mínimo de las películas de anticuerpo obtenidos con 
antisueros de conejo resulta en ocasiones menor que el valor calcu 
lado, suponiendo que las moléculas de la globulina inmune se depositan 
de modo plano sobre la superficie del antígeno. Las películas de anti­
cuerpos obtenidas por el antisuero específico sobre los flagelos del 
bacilo tífico no poseen, por ejemplo, según observaciones en el micros­
copio electrónico, sino un espesor de 21 Agón. (Mudd y Anderson), 
mientras que, según las medidas de H. Neurath, deberían presentar 
un espesor mínimo de 37 Agm. Sin embargo, resulta cuestionable, por 
una parte, la exactitud de las dimensiones admitidas para las molécu­
las de las globulinas inmunes, y, por otra parte, la precisión con que 
se ha medido el espesor de la capa de anticuerpos depositada sobre los 
flagelos. Mudd y Anderson incluso hacen observar que las bacterias 
presentan un doble contorno: uno, interior, más acusado, y otro, que 
rodea al anterior, de contornos menos nítidos y más irregular; en las 
determinaciones sólo se tiene en cuenta la línea interior más clara, lo 
que no tiene otra justificación que las dificultades técnicas de la me­
dida y puede conducir a resultados erróneos. Más importante parece 
el hecho observado por Shaffer y Dingle, quienes obtuvieron con 
antisueros de conejo capas de anticuerpo de un espesor de 100 Agm., 
incluso utilizando distintos antígenos (ovalbúmina, polisacárido del 
neumococo), y que. por el contrario, las capas de anticuerpo obtenidas 
con antisuero de caballo poseen un espesor de 240 Agm., lo que con­
cuerda con la diferencia de dimensiones moleculares entre las globulinas 
inmunes de conejo y de caballo.

En las pruebas de A. Rothen (1045), citadas en la página 87, los espesores- 
de los depósitos obtenidos por la fijación específica de globulinas inmunes sobre 
películas de antígeno variaron, para un antisuero contra la seroalbúmina de 
vaca, entre 39 y 140 Agm.; es decir, aproximadamente entre los límites que Bate- 
man, Calkins y Chambees establecieron para los sueros inmunes de conejo. 
Pero Rothen comprobó qué el espesor de la capa de anticuerpos dependía del 
número de las capas de antígeno estratificadas debajo de él; en cambio, no 
sacó la impresión de que jugara ningún papel la colocación de las moléculas 
de anticuerpo sobre la superficie del antígeno. No obstante, antes- hay que poner 
en claro por qué motivo el antisuero para la ovalbúmina se fija sobre el antí­
geno, constiuyendo siempre una capa de *20 Agm. de espesor.

XI. Proporción entre los elementos antigénicos y las moléculas de 
las globulinas inmunes.

Los hematíes, las bacterias y los flagelas de las bacterias son su­
perficies antigénicos sobre las que pueden fijarse numerosas molécu-- 
las de globulina inmune, formando unas veces una película coherente
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y otras amontonamientos locales a modo de manchas; según se ob­
serva en el microscopio electrónico, en esta adsorción parecen jugar 
un papel decisivo la concentración de! antisuero, o, como parece más 
probable, la concentración de la globulina inmune que contiene, y 
posiblemente también la afinidad de la globulina inmune para el anti­
geno [para los extremos y Tos estadios intermedios] (véase pág. 86).

Cuando el antígeno está dispersado formando una disolución mo­
lecular o micelar pueden también fijarse a cada partícula de antígeno 
varias, en ocasiones muchas, moléculas de anticuerpo. Este fenómeno 
se concibe sin dificultad en los casos en que la molécula antigénica es 
mucho mayor que la del anticuerpo (recuérdese 1a proporción, por 
ejemplo, entre los elementos del virus del mosaico del tabaco y las mo­
léculas de globulina inmune de un antisuero de conejo—consúltese la 
figura 18—) o cuando la molécula antigénica tiene forma de hebra alar­
gada (virus de la poliomielitis humana o del ratón, según A. Tiselius y 
Sven Gard), y sus determinantes se repiten periódicamente a lo largo 
del eje longitudinal de la hebra. La forma de la molécula del anticuerpo 
puede considerarse como constante, ya que los antisueros utilizados en 
la mayor parte de las investigaciones son de conejo; según H. Neurath, 
sen elipsoides alargados cuyo ancho y largo guardan la proporción de 
37 : 274=^1 : 7,4 (véase pág. 212). Se desconoce la forma de dispo­
nerse en estas moléculas de anticuerpo los grupos polares capaces 
de fijarse a los determinantes del antígeno; deben considerarse meras 
especulaciones, al menos juzgadas desde este punto de vista, las su­
posiciones acerca de si la molécula del anticuerpo se dispone tumbada 
o perpendicular, sobre una superficie antigénica o sobre una molécula 
grande de antígeno (véase pág. 213).

Cuando la molécula antigénica sea esférica y sus dimensiones sean 
análogas a las de la molécula del anticuerpo también es posible, desde 
el punto de vista geométrico, enlazar tal molécula de antígeno con 
varias de anticuerpo.

Nunca se ha dudado seriamente de que las partículas antigénicas, 
aun tratándose de moléculas esféricas, pudieran recubrirse de modo 
regular de moléculas de anticuerpo. Esto implica, naturalmente, la 
suposición de que cada partícula de antígeno posee un número plural 
de cada uno de sus determinantes, determinantes cuya pareja reac- 
cional se encuentra en el grupo polar, o grupos polares (véase luego), 
del anticuerpo. Según experiencias efectuadas por F. Haurowitz 
(1936), en las que utilizó una serie de antígenos que ¡poseían un nú­
mero gradualmente decreciente de determinantes con arsénico, sólo 
se consigue una precipitación visible cuando cada molécula de anlí-
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geno puede fijar al menos diez moléculas de globulina inmune; en 
opinión de Haurowitz, esto se debe a que sólo en tales condiciones 
se produce un complejo antígeno-anticuerpo de un tamaño suficiente 
para que no pueda mantenerse disuelto. Por consiguiente, hay que 
prever dos casos en que no puede formarse el precipitado específico 
por no estar en la proporción debida los números de partículas de anti­
geno y anticuerpo; el primero, cuando las moléculas de anticuerpo 
se encuentran en corto número y por ello cada molécula de antígeno 
no llega a adquirir el peso suficiente para flocular porque no puede 
recubrirse con las suficientes globulinas inmunes; y en segundo lu­
gar, cuando existe un exceso de antígeno y por ello las moléculas de 
anticuerpo deben compartirse entre un número tan grande de molécu­
las de antígeno que el efecto equivale al primer caso. Las condiciones 
cuantitativas que se requieren para las reacciones de precipitinas co­
rroboran manifiestamente esta suposición, ya que se sabe que, tanto 
una dilución fuerte del antisuero como un exceso de antígeno, retrasa 
la precipitación.

Las consideraciones anteriores se basan en la suposición de que 
las moléculas de anticuerpo se fijan a las partículas de antígeno y que 
éstos, de acuerdo con la concepción de Merrill (véase pág. 197), 
constituyen los centros para la producción de los complejos mayores 
que precipitan; no se tiene en cuenta el proceso opuesto,, a saber: la 
fijación de numerosas partículas de antígeno en una molécula de anti­
cuerpo. Para separarse de la hipótesis de Merrill hay que admitir 
una mayor participación de los anticuerpos (globulinas inmunes) en 
la masa del precipitado, ya que este autor considera el aumento de 
la partícula de antígeno debido a los anticuerpos como una simple 
función de la superficie total antigénica (por centímetro cúbico del 
volumen de la mezcla reaccionante).

Sé ha señalado que cuando el antígeno está dispersado en sus 
disoluciones de modo molecular o mi celar, es decir, en el campo de 
las reacciones de precipitinas, también pueden influir la forma de la 
molécula antigénica y la proporción entre su tamaño y las dimensio­
nes de la molécula de la globulina inmune (véase pág. 217). Además, 
la molécula antigénica puede poseer un tamaño menor que las mo­
léculas inmunes (como sucede con muchos antígenos proteicos, según 
medidas bastante exactas) e incluso mucho menor; así, por ejemplo, 
el peso molecular de ¡a toxina diftérica no es sino de 72.000 (Lund- 
gren, PappenheimEr y Williams), y el de la sustancia M de los 
estreptococos hemolíticos, 40.000 (Bateman, Calkins y Chambers), 
y en los haptenos que precipitan in vitro con los sueros inmunes es-
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recubrirse de antígeno? Si se piensa que a los grupos determinan­
tes del antígeno corresponden los grupos polares del anticuerpo, y 
que ambos mutuamente se atraen y reaccionan, no se encuentra 
motivo para excluir a priori esta posibilidad; G. R. Marrack pre­
senta, en su conocida monografía, esquemas que expresan l'a in­
versión de las posiciones relativas entre las moléculas de antígeno y 
anticuerpo. En la figura 19 se representa en A una molécula anti- 
génica esférica rodeada por todas partes de moléculas de anticuerpo, 
mientras que en F se representan tres pequeñas moléculas de hapteno 
ancladas en la periferia de una molécula de anticuerpo. Desde A 
hasta E, los antígenos y los anticuerpos se representan de igual ta­
maño y, aproximadamente, de la misma forma; en estas condiciones 
Marrack también considera posible la ordenación representada en F 
cuando el antígeno esté en exceso con relación al anticuerpo. Esta

pecíficos pueden darse números considerablemente más bajos; por 
ejemplo, un colorante diazoico que funciona in nitro como un hap­
teno precipitable de modo específico no posee sino un peso molecular 
de 66o [K. LandsteinEr y J. van der Sheer (1932 b, 1933)]. 
En tales circunstancias, ¿no se combinará también una molécula 
de anticuerpo con varias moléculas de antígeno? ¿No llegará a

Fio, 19 (según J. Marrack, “The chemistry of antigens and antibodies”. pág, 151. 
Representación esquemática de las disposiciones posibles que toman, las molécula» 
de antígeno y anticuerpo al combinarse. A representa una unidad sencilla; B, 
una estructura de tipo reticular en las proporciones óptimas; C y E, el exceso de 
antígeno; D, el exceso de anticuerpo, y F, la manera de disponerse las moléculas 

de anticuerpo y hapteno.
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cuestión, así como de los casos representados en D y E, y las condi­
ciones hipotéticas para que se produzcan, son objeto del apartado si­
guiente.
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Si se pretende llevar a la práctica los esquemas representados en 
la figura 19, se tropieza inmediatamente con otro factor que hasta 
ahora no se ha tenido en cuenta, a saber: si a los distintos determi­
nantes del antígeno corresponde un número igual de grupos polares 
independientes del anticuerpo. Mediante experimentos efectuados con 
antígenos de estructura química conocida se ha demostrado que en 
una molécula de antígeno químicamente homogénea pueden coexistir 
dos o más determinantes; los ejemplos pertinentes se expusieron en 
lugar oportuno y no es necesario repetirlos. Falta por considerar si a 
la existencia de múltiples determinantes en el antígeno corresponde 
una “multivalencia” del anticuerpo.

F. Haurowitz defiende la concepción de que los anticuerpos son 
monovalentes o monoesftecíficos. Si se inmunizan conejos con anti­
genos complejos que posean, por ejemplo, un grupo azoarsanílico y un 
grupo de diyorotirosina, es decir, que posean la forma AB, se obtienen 
sueros inmunes que contienen dos anticuerpos, a saber: un anticuerpo 
anti-A y un anticuerpo anti-B, pero ningún hecho experimental revela 
la existencia de anticuerpos anti-AB; si tales antisueros se agotan 
por adición sucesiva de A y B, no se consigue una ulterior precipi­
tación por el antígeno complejo AB [F. Haurowitz (1942, 1943), 
F. Haurowitz y P. Schwerin (1942)]. Sin embargo, no puede con­
siderarse esta regla como genera!, porque F. Haurowitz y P. SchwE- 
rin (1942) [véase también F. Haurowitz (1943)] han encontrado 
en muchos antisueros anticuerpos bivalentes pertenecientes al tipo 
anti-AB, esto es, que no precipitan por A ni por B, sino sólo por el 
antígeno complejo bivalente AB (véase pág. 184).

Haurowitz ha intentado también defender su concepción de la 
monovalencia de los anticuerpos por un argumento negativo que utiliza 
en algunas de sus últimas publicaciones. Opina que si los anticuerpos 
fueran en general bivalentes o polivalentes, el exceso relativo de 
anticuerpos actuaría del mismo modo que el exceso fuerte del anti­
geno, a saber: impediría la formación de un precipitado. Como esta^ 
inhibición no se produce, Haurowitz llega a la conclusión de que 
únicamente los antígenos pueden ser multivalentes con respecto a sus,
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determinantes; pero que los anticuerpos, 
ben ser monovalentes.

Frente a las pruebas aducidas pueden hacerse muchas objeciones 
experimentales. Por ejemplo: la floculación de la toxina diftérica por 
un antisuero no se produce si se emplea exceso de anticuerpo, para 
lo que basta que la proporción entre anticuerpo y antígeno sea el doble 
de la que corresponde al' punto de neutralización [H. Healey y 
S. Pinfield, A. M. Pappenheimer y E. S. Robinson] ; incluso el 
precipitado formado puede redisolverse por la adición ulterior de úna 
cantidad suficiente de anticuerpos (Healey y Pinfield). Al princi­
pio, por este comportamiento, la reacción de floculación entre la toxi­
na y la antitoxina diftéricas se consideraba como una forma atípica 
de las reacciones de precipitinas [consúltese, entre otros autores, a 
J. R. 'Marrack (1938, pág. 160)], en cierto sentido como una ano­
malía, sin paralelo en las reacciones de precipitinas entre otros an- 
tígenos y anticuerpos. Tal juicio no corresponde a la realidad. La 
ovalbúmina pura flocula con un antisuero equino según las mismas 
condiciones cuantitativas [A. M. Pappenheimer (1940)], y la pre­
cipitación de la hemocianina por la antihemocianina de caballo tam­
bién se impide si se añade un pequeño exceso de los anticuerpos 
[S. B. Hooker y W. C. Boyd (1941 b)]. Por otra parte, el suero 
antitóxico de conejo preparado por la inmunización de estos ani­
males con formoltoxoide diftérico reacciona con la toxina diftérica 
siguiendo el comportamiento normal entre proteínas y antiproteínas; 
es decir, que el exceso de anticuerpos no inhibe la precipitación 
(A. M. Pappenheimer). Por consiguiente, el tipo de la floculación 
descubierta por Ramón entre toxina y antitoxina depende, en primer 
lugar, de la procedencia, equina o de conejo, del antisuero, y, en 
segundo lugar, del elevado peso molecular del antígeno (toxina dif­
térica, ovalbúmina, hemocianina); pues los antisueros contra antíge- 
nos bacterianos, por ejemplo contra los polisacáridos del neumoco­
co, se comportan del mismo modo, cualquiera que sea su procedencia 
(de caballo o de conejo): precipitan al mezclarse en cualquier propor­
ción, excepto cuando el antígeno se encuentra en considerable exceso. 
La diferencia indicada entre los sueros antiproteínas de caballo y de 
conejo se atribuye a que en el primer caso los anticuerpos están loca­
lizados en una seudoglobulina hidrosoluble, y en el segundo en una 
euglobulina insoluble [A. M. Pappenheimer, H. P. Lundgren y 
J. W. Williams, A. M. Pappenheimer].

Por lo demás, en las discusiones respecto al significado de la so na 
de inhibición inferior hay que tener en cuenta que la falta de una
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La precipitación de la hemoglobina por un antisueno específico ofrece una 
excepción de otro tipo. Aunque la hemoglobina es una sustancia químicamente 
unitaria, al efectuar la reacción ín vitro en la formación del precipitado no 
interviene sino una parte de ella, permaneciendo el resto en disolución [H. Wu. 
L. H'. Cheng y C. P. Li, F. Breinl y F. Haurowitz]. De ser justa la obser­
vación, pudiera decirse que siempre se opera con un exceso de antígeno que, en 
contra de la regla general, no actúa inhibiendo.

floculación visible en la zona del exceso relativo de antígeno no auto­
riza a afirmar que no se produce ninguna reacción entre el antígeno 
y el anticuerpo. Pueden reaccionar dando lugar a un producto que no 
se aprecie a simple vista por ser insoluble. P. Grabar y J. Oudin 
obtienen por repetida recristalización, siguiendo el método de Só- 
r,ensen, ovalbúmina pura, con la que inmunizan conejos. Añaden una 
cantidad constante del antisuero así obtenido a cantidades crecientes 
de la disolución de ovalbúmina y observan los precipitados que se 
forman, cuya cantidad evalúan. Hasta una concentración determina­
da del antígeno aumenta la cantidad de precipitado, que después se 
reduce bastante rápidamente; a partir del punto de inflexión, los líqui­
dos sobrenadantes dan cantidades crecientes de precipitado cuando se 
mezclan con la mitad de su volumen de una disolución de NaCl al 
0,85 por loo en alcohol al 20 por 100; en opinión de estos autores, se 
trata de precipitados de combinaciones hidrosolubles entre el antígeno 
y el anticuerpo, puesto que ni la disolución de antisuero ni la de antí­
geno precipitan por el alcohol en idénticas condiciones, ni el líquido 
sobrenadante reacciona con el alcohol más que en la zona del exceso 
de antígeno. Si esta concepción fuera cierta, las conclusiones con 
respecto a la monovalencia de anticuerpos que Haurowitz deducé 
de la zona de inhibición, podrían objetarse también desde este punto 
de vista.

No hay que olvidar, por último, que en otras reacciones de pre­
cipitación, a saber, en la aglutinación de las bacterias, no es raro 
observar una zona de inhibición inferior, es decir, una zona de con­
centración elevada del suero aglutinante, en la que no se aglutinan las 
bacterias. El hecho de que esta zona no se observe con más frecuencia 
se debe a que la aglutinación se efectúa utilizando una cantidad cons­
tante de antígeno, ál que se añaden cantidades decrecientes de anti- 
suéro, sin investigar las concentraciones muy altas de éste (aproxi­
madamente entre 1 :2 hasta 1 : 50) porque para fines de diagnóstico 
sólo se aplican las diluciones muy fuertes. No es cierto que no 
manifiesten zona de inhibición inferior más que los sueros conser- 

o
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Esta téoría sostiene que en el producto de la floculación las molé­
culas de los ant¡genos y de los anticuerpos forman una red constituida 
por el enlace mutuo entre los determinantes del antigeno y los grupos 
polares del anticuerpo. Una ordenación de este tipo requiere que sean 
plurivalentes no sólo la molécula antigénica, sino también la de anti­
cuerpo, o, expresado de modo más exacto, que entre ellas puedan 
trabarse al menos dos enlaces (teoría de la plurivalcncia mutua).

No es necesario, como puede comprenderse fácilmente, que Ios- 
enlaces posean especificidad diferente; se concibe 'fácilmente que en­
laces de la misma especificidad pueden también dar lugar a la forma­
ción de redes, ya que la única condición necesaria es que una molécula 
de anticuerpo pueda enlazarse simultáneamente con dos o más mo­
léculas de antígeno. La expresión “monovalente” tiene, por consi-

vados largo tiempo o calentados (G. S. Shibley); cuando se quie­
re diagnosticar una enfermedad infecciosa por el efecto aglutinante 
del suero del paciente sobre el germen productor de la enfermedad, 
dicho suero no se utiliza después de guardado largo tiempo o de 
calentarlo, sino que se aplica en estado fresco y así empleado se obser­
van zonas de inhibición inferior, aunque no con la misma frecuencia 
en todas las bacterias [J. T. Duncan (1934) y otros]. Esta depen­
dencia de la especie bacteriana, es decir, de la configuración especial 
del antígeno, no habla en favor de que la existencia de una zona de 
inhibición inferior, al menos en lo que concierne a la aglutinación, se 
deba únicamente al exceso de anticuerpo. También en contra de que 
ésta sea la única causa habla el hecho de que aparezca sin más que 
efectuar la reacción en una disolución de cloruro sódico más concen­
trada de lo habitual [J. T. Duncan (1934, 1937)] ; en el mismo sen­
tido habla el hecho de que la zona de inhibición inferior conseguida 
por la calefacción del suero aglutinante se hace desaparecer cuando el 
mismo suero se calienta pocos grados Celsius más [G. S. Shibley].

En oposición a Haurowitz, numerosos autores [M. HeidElbEr- 
ger y E- E. Kendall (1935 b), HeidelbergEr y E. A. Kabat 
(1937), J. Marrack (1938), L. Pauling (1940), A. Tyler (1945 a, b)] 
sostienen el punto de vista de que los anticuerpos son plurivalentes aun­
que no en el mismo grado que los antígenos correspondientes. Esta 
divergencia de los puntos de vista aparece por segunda vez en el modo- 
de concebir la estructura de los agregados producidos en las reacciones 
serológicas de precipitación.

. h
li ’



Las reacciones antígeno-anticucrfio “m vitron224

‘1

¡
r j

I is

Ti
ib En su obra Fundamentáis of hnmunology, W. C. Boyd (1943) dedica un 

capítulo especial a las hipótesis concernientes al mecanismo de las- reacciones 
antígeno-anticuerpo (véase obra citada, págs. 232-245). Llega a la conclusión 
de que no existe ningún experimento decisivo que permita preferir ninguna 
hipótesis a las demás sin exceptuar las expuestas por él mismo (véanse pági­
nas 206 y 225). No han modificado este estado del problema los trabajos de 
A. Tyler (1945 a_ 1945 b), y de A. Tyler y St. M.. Swingle (1945), Qu€

¡i

guíente, un doble sentido: puede entenderse por ella que la molécula 
de anticuerpo posee dos o más grupos de igual especificidad, o que 
posee un único grupo polar capaz de reaccionar con el antígeno. 
Haurowitz, al impugnar la teoría reticular, considera esta posibili­
dad, 'por lo que en el texto alemán de una publicación aparecida en 
1943 emplea para calificar los anticuerpos, además de la designación 
de monovalentes, la de einbindig (capaces de un solo enlace). Los ar­
gumentos fundamentales en que se apoya Haurowitz se han expuesto 
anteriormente. En primer lugar, señala que los antígenos con varios 
grupos determinantes originan antisueros que se comportan como una 
mezcla de anticuerpos monovalentes, y la afirmación de que en la 
reacción de precipitinas el exceso de anticuerpos no puede impedir la 
precipitación.

En defensa de la opinión de que los anticuerpos no pueden poseer 
más que un solo enlace, sólo puede aducirse la segunda observación, 
ya que la primera sólo abona su monovalencia.

La teoría reticular vale, en opinión de sus autores, para explicar 
no sólo la precipitación, sino la aglutinación de células (bacterias, 
eritrocitos). W. C. Boyd y S. B. Hooker (1936), en primer lugar, 
negaron que la teoría pudiera aplicarse para explicar la aglutinación. 
Esta repulsa radical fué debida a una serie de experimentos sencillos, 
de la que sólo citaremos uno, como introducción a la exposición que 
seguirá. Al tratar eritrocitos con un exceso enorme de suero agluti­
nante se forman (lóculos cuyo tamaño no disminuye aunque se some­
tan a una fuerte agitación; si algunos de estos flocules se llevan a un 
tubo de ensayo y se centrifugan, se consigue reunirlos en agregados 
mayores que poseen la misma firmeza (coherencia) que los (lóculos de 
que proceden. Según la teoría reticular, arguyen Boyd y Hooker. 
esto no sería posible porque los eritrocitos cubiertos de anticuerpos 
podrían cubrirse con etrítrocitos normales, pero no con eritrocitos 
que a su vez están recubiertos de anticuerpo. Años más -tarde, W. C 
Boyd (1942) intentó demostrar que la teoría reticular tampoco es 
necesaria ni suficiente para explicar el mecanismo de la precipitación 
específica.
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Boyd no alcanza a considerar en la segunda edición de sus Fundamentáis 
(1945), y contra los que, -por otra parte, elevan objeciones W. C. Boyd y E. R. 
Warshawer. Boyd se disculpa por exponer este tema muy por extenso, con 
la esperanza de que sus indicaciones puedan conducir a autores que aborden el 
problema sin prejuicios a la verdadera solución o a experimentos fundamenta­
les que hasta ahora buscan en vano los investigadores que trabajan en este 
sentido. Boyd manifiesta que con ello se daría por contento aunque se demos­
trara -finalmente que carecía de razón; punto de vista, en todo caso, más pro­
vechoso que la actitud dogmática que toman algunos defensores de la teoría 
reticular.

!'

í t

acción enlaces 
salto en lo des-

El crecimiento del complejo antigeno-anticiterpo.

En caso de ser cierta, la teoría reticular ofrecería la ventaja de 
hacer comprensible el crecimiento de los complejos antígeno-anticuer­
po, invisibles en estado naciente, hasta constituir agregados cada vez 
mayores. Por ejemplo: si en una reacción de precipitinas los dos 
componentes de la reacción poseyeran dos o más "valencias”, en los 
complejos primarios podrían anclarse nuevas partículas de antígeno 
y nuevas moléculas de anticuerpo, y este proceso, que naturalmente 
implica un crecimento rápido de los agregados, sólo encontraría, teó­
ricamente, su fin cuando se agotara la provisión de uno u otro de los 
participantes en la mezcla de la reacción. Por el contrario, si se supone 
que la partícula antigénica se recubre de anticuerpos (véase figu­
ra \I9, F) y que los anticuerpos ligados de este modo son monovalen­
tes en sentido estricto, es decir, incapaces de reaccionar con más de 
un antígeno), hay que buscar la causa de la agregación secundaria de 
los complejos primarios en procesos distintos de la primitiva reacción 
específica entre antígeno y anticuerpo. Al descubrimiento de estas 
fuerzas que permiten la agregación de los complejos primarios han 
de aplicarse los autores que rechazan el principio de la multivalenciá 
y la teoría reticular.

F. Haurowitz (1936, 1939) supone que entran en 
inespecíficos, lo que equivale intentar, a ciegas, un 
conocido.

W. C. Boyd no se pregunta la causa concreta por la que los com­
plejos primarios se reunen en agregados mayores, sino que se limita 
a preguntarse por qué se produce una precipitación. Boyd cree que 
este proceso es debido a que la unión de antígeno y anticuerpo da 
lugar a un complejo cuya solubilidad es tan reducida que precipita. 
Atribuye esta reducción de la solubilidad a la neutralización mutua 
de los grupos polares del antígeno y del anticuerpo, y a que otros 
grupos polares de la molécula del anticuerpo que pudieran quedar
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libres pierden contacto con el agua que los rodea por quedar blo­
queados en el complejo. Boyd propone para su hipótesis el nombre 
de teoría de la oclusión.

J. Marrack, antes que Boyd, había expuesto una opinión análo­
ga. Aunque Marrack cuenta entre los autores que atribuyen a las 
moléculas de anticuerpo varios grupos reaccionantes y a los precipi’ 
tados inmunes una configuración reticular de partículas de antígeno 
y anticuerpo, admite (1938, pág. 152) que a la formación del preci­
pitado pueden contribuir otros factores, entre ellos la reducción de 
la solubilidad del anticuerpo. Los anticuerpos son seroglobulinas, y 
Ja solubilidad de estas sustancias es debida a que sus grupos polares 
y las moléculas de agua entran en acción recíproca; parece evidente 
que si los grupos polares específicos de las moléculas de anticuerpo 
se bloquean por combinarse con el antígeno y los restantes- grupos 
polares- se ponen en contacto con la molécula antigénica vecina en 
lugar de con las moléculas de agua, la consecuencia ha de ser la dis­
minución de la solubilidad de la película de anticuerpos que recubre 
el antígeno y quizá una débil deformación de la molécula del anti­
cuerpo: r ’ . • - • .

La explicación de Marrack y (en mayor grado) la teoría de la 
oclusión de Boyd pueden extenderse a todas las reacciones seroló- 
gicas en * que. el antígeno se utilice en forma de disolución coloidal; 
es decir, a las reacciones de precipitinas; en algún caso, podría también 
extenderse a la formación de precipitados provocados por la mezcla 
de suspensiones de virus en estado de dispersión molecular y el anti­
suero específico. Pero si los elementos que contienen el antígeno 
poseen la forma y tamaño de células (bacterias, eritrocitos), su disper­
sión en un medio-acuoso no puede considerarse como una disolución, 
y por ello la “insolubilización” del complejo antígeno-anticuerpo no . 
puede considerarse causa física del proceso de floculación Es cierto 
que este principio podría enunciarse de modo que su aplicación se ex­
tendiera al campo de las-aglutinaciones. Bastaría para ello suponer 
que las moléculas de anticuerpo, al ser adsorbidas en las zonas de la 
superficie de las células que contienen antígenos bloquean los grupos 
polares de los anticuerpos e incluso desnaturalizan estas- sustancias de 
modo que las superficies antigénicas cubiertas de una película de este 
tipo adquieren carácter hidrófobo, y por esta razón se agregan entre 
sí y floculan. Ahora bien: este efecto sólo puede admitirse con la 
suposición previa de que el total o gran parte de la superficie de 1a 
célula se recubre de anticuerpos desnaturalizados. Sin embargo, según 
cálculos efectuados, no siempre se da este caso en la aglutinación de
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ilas bacterias. Los sueros aglutinantes actúan, como es sabido, a dilu­
ciones muy grandes, produciéndose la aglutinación incluso cuando toda 
la protema inmune existente en el volumen de 1a reacción no alcanza 
a cubrir, aunque esté extendida en capa monomolecular, más que el 
2 por ioó de la superficie de las bacterias.

Por lo demás, hay que explicar no sólo el crecimiento de los com­
plejos primarios de antígeno-anticuerpo, sino también la estabilización 
de los productos, de la floculación. Cuando se isoaglutinan los hematíes 
humanos a veces resulta sorprendente la solidez dél aglutinado,’ que 
incluso resiste una enérgica agitación; también se sabe que la cohe­
rencia sé puede acelerar y reforzar considerablemente, centrifugando 
a muy pocas revoluciones. Estos hechos no pueden atribuirse a fuer? 
zas específicas, es decir, a una mera combinación de ántígeno y anfir 
•cuerpo, sino a factores de otro tipo. En igual sentido habla el hecho, 
•observado con seguridad, de que las células dé los flóculos no sólo 
se ligan entre sí íntimamente, sino qué en muchos casos se adhieren 
a las paredes de vidrio de las probetas de modo tan firme, que hay 
que separarlas rascando [S. B. Hooker (1938), W. C. Boyd y S. B. 
Hooker (1933 c), K. Landsteiner (1945), S. RaffEl, St. ’Mud-d 
y T. F. Anderson] .’ ’ •■ ‘ ’

‘ El punto más importante de la discusión, aunque no él único dé¿ 
cisivo, es saber si los anticuerpos sólo poseen, efectivamente, una 
única valencia con la que ligarse al ahtígeno. Considerada en sí misma 
no parece probable qué los anticuerpos hayan de ser monovalentes 
por alguna ley. No es posible dudar dé la existencia de’antígenos 
bivalentes y plurivalentes, y ño se ve por qué los anticuerpos han de 
comportarse eri este sentido de modo opuesto. Actualmente se admite 
casi unánimemente qué los anticuerpos son globulinas inmunes, és 
decir, globulinas conformadas o sintetizadas intracelulármente bajo 
la influencia del ántígeno; resultaría difícil encontrar una razón para 
que su modelado se detenga en uña fase tal que nó posean más que 
un único grupo con capacidad de combinarse iñ vitro con el corres­
pondiente ántígeno. En tanto que río se establezca con seguridad la 
monovalencia en sentido estricto (es decir, 1a capacidad de combinarse 
con un solo grupo funcional del ántígeno), éstas consideraciones po­
seen un valor indudable. I

i



□□8 Las reacciones antígeno-anticuerpo “m iñtro

b- • ■ , ... . , .. . ,• r

Investigaciones ópticas de los productos die las reacciones de antigeno 
y anticuerpo.

Han 'fallado hasta la fecha las esperanzas en que el microscopio 
electrónico resolvería el problema de la mono o polivalencia de los 
anticuerpos. T. F. Anderson y W. M. Stanley creyeron observar 
una red irregular en los precipitados obtenidos por la reacción entre 
el virus del mosaico del tabaco y el antisuero precipitante de conejo; 
pero al reproducir los experimentos se demostró que se trataba de 
un amontonamiento de bastoncitos del virus. La investigación óptica 
de los precipitados utilizando luz no puede, naturalmente, ofrecer 
ninguna solución (véase luego).

Como en los aglutinados intervienen elementos poseedores de an- 
tígeno que son visibles (bacterias, eritrocitos), parece lógico pensar 
que del modo de agruparse tales elementos en Tos flóculos debe ser 
íácil sacar conclusiones con respecto al mecanismo de la agregación.

Desde que E. Weil y A. Félix describieron las aglutinaciones H 
y O de las bacterias flageladas, se ha prestado una atención especial 
a las diferencias entre ambos. En la aglutinación H de los bacilos 
tíficos los flóculos resultan sueltos, coposos y pueden deshacerse fá­
cilmente por agitación; en las aglutinaciones O puras se producen 
flóculos compactos, como granulos, que se depositan en el fondo o 
ascienden a la parte alta de la probeta, reuniéndose en un sedimento 
que constituye una suerte de película que se adhiere a las paredes 
de vidrio y que ai agitar se desprende frecuentemente como un todo. 
El examen macroscópico manifiesta ya que se trata de dos procesos 
diferentes. A. Pijper estudió el desarrollo de ambas reacciones en 
el campo oscuro y pudo observar que en la aglutinación H primera­
mente se producen precipitados córneos sobre los flagelos (compá­
rense sus resultados con las investigaciones de St. Mudd y de T. F. 
Anderson con el microscopio electrónico, pág. 212); tales depósitos 
terminan recubriendo totalmente los flagelos, por lo que éstos aumetr- 
tan considerablemente de espesor y se vuelven rígidos, se traban 
entré sí y, por último, los bacilos se aglomeran de modo puramente 
mecánico. La fragilidad de los aglutinados H radica sencillamente en 
que los flagelos se separan fácilmente del cuerpo bacteriano. Por el 
contrarío, en las aglutinaciones O el proceso primario consiste en la 
adherencia directa de los cuerpos bacterianos, actuando las fuerzas 
atractivas, según parece, en 1a dirección de los ejes longitudinales de 
los bacilos, ya que. según las observaciones de Pitper, éstos se ligan
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entre sí por los extremos y constituyen hebras de bacterias enlazadas. 
Cabe atribuir este modo de enlazarse a moléculas de anticuerpo biva­
lentes que unirían entre sí cada dos bacilos; habría que suponer tam­
bién que los grupos antigénicos, en que se fijan las moléculas de anti­
cuerpo, están situados en los polos de los bacilos o, al menos, que en 
este lugar despliegan mayor avidez. Si, por el contrario, toda la su« 
perficie de los bacilos se recubriera de moléculas de anticuerpo biva­
lentes o plurivalentes y éstas manifestaran la misma afinidad para las 
bacterias, se originaría un agregado de estructura distinta de la des­
crita por Pijper. Lo que Pijper ha observado en las aglutinaciones O 
no explica, naturalmente, la solidez de los aglutinados, ni que las 
células se aglomeren, constituyendo una masa compacta; parece que 
a este proceso primario pronto se une una influencia inespecífica 
decisiva para la configuración macroscópica característica de este tipo 
de aglutinación (véase pág. 228).

De especial interés es el hecho siguiente, que puede observarse 
macroscópicamente en las aglutinaciones H y O y también en la pre­
cipitación específica de suspensiones de virus. El virus del mosaico 
del tabaco y el virus X de las patatas dan con los antisueros de conejo 
correspondientes precipitados coposos, sueltos, que al depositarse ocu­
pan gran volumen y que se asemejan enteramente a los aglutinados H 
de las bacterias flageladas; por el contrario, el virus de Bushy-Stunt 
produce con su antisuero un agregado granuloso, que se origina con 
lentitud y que se deposita, constituyendo una masa compacta, en el 
fondo del tubo de ensayo. F. C. Bawden y N. W. Pirie (1938) auto­
res que observaron estos comportamientos, explican la diferencia 
entré ellos por la distinta configuración de las partículas elementales 
de los virus. Como el virus de mosaico de tabaco y el virus X poseen 
la forma de bacilos alargados, parece lógico que durante el proceso 
de la floculación se entrecrucen entre sí e impidan una adaptación 
mutua compacta; por ello, el producto de la reacción serológica re­
sulta en 'forma de copos sueltos. En cambio, los elementos del virus 
de Bushy-stunt son esféricos, y por consiguiente las fuerzas que los 
atraen pueden conducir a masas más compactas que las que resultan 
de las agrupaciones de elementos bacilares. Esta explicación no puede 
aplicarse, al menos por completo, al mecanismo de la aglutinación H 
y O de las bacterias flageladas tal como lo observó en sus investiga­
ciones ópticas Pijper. El entrecruzamiento de flagelos, anteriormente 
movibles, pero envarados al cargarse de anticuerpos, es un fenómeno 
que puede comprobarse por el examen óptico y que se opone a la. 
afirmación de que la forma bacilar de los elementos del virus es lo
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que impide que formen entre sí agregados compactos; por otra parte, 
las bacterias no flageladas, aunque son. también bacilares, no presen­
tan la aglutinación H, sino la aglutinación O. Tal vez las partículas 
bacilares de los virus se adhieran entre sí de modo polar, constituyen­
do series semejantes a las que, según describe Pijper, se forman en 
las aglutinaciones O de las bacterias. Sin embargo, se echan de menos 
elementos comunes que permitan atribuir a una misma causa las for­
mas de la aglutinación H y de la B, que, observadas macroscópica­
mente, resultan indudablemente idénticas para las bacterias y los virus.

La alternativa que se expone en el título necesita, incluso para 
los serólogos especializados, una aclaración. La cuestión de si un 
antígeno químicamente unitario sólo puede dar lugar a un único anti ­
cuerpo ya se ha decidido en sentido negativo, y no sólo en los casos 
en que el antígeno posea múltiples determinantes inmunológicos, sino 
también cuando se supone que la especificidad del anticuerpo está 
determinada por un solo grupo determinante del antígeno (véase pá­
gina 183). La disyuntiva que se va a discutir en este apartado es si 
Jas diferentes formas de las reacciones serológicas (aglutinación, pre­
cipitación, hemolisis, bacteriolisis, muerte de las bacterias, fijación 
de complemento, neutralización de toxinas por sueros antitóxicos, 
sensibilización pasiva de animales, normales por antisueros) proceden 
de anticuerpos caracterizados por un modo especial de actuar (agluri- 
ninas, precipitinas, hemolisinas, antitoxinas, anticuerpos anafilácticos) 
o si no existe más que una clase de anticuerpos, cuyo efecto se ma­
nifiesta de diversas formas, según sean las condiciones en que actúa; 
pero hay que atribuirlo siempre di mismo principio, a la afinidad del 
anticuerpo con e¿ antígeno. .

Durante mucho tiempo no se supo del antígeno más que era capaz 
de desencadenar en el organismo la formación de un anticuerpo, y 
del anticuerpo, su capacidad de combinarse específicamente con su 
antígeno, manifestándose 1a reacción en úna u otra forma; estas no­
ciones, consideradas racionalmente, apoyan, al menqs como solución 
provisional, la segunda tesis (es decir, la de la unidad de acción de 
los anticuerpos), y rechazan la clasificación de los anticuerpos en flo­
culantes, ¡isinas, neutralizadores de toxina y sensibilizantes. Pero los 
pocos autores que tuvieron el valor de sostener esta opinión, como 
J. Bordet (1920), R FriedbErger, R. Doer (1929 b)> permane-

C. Pluralidad o singularidad de los anticuerpos
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cieron aislados. Diversos motivos, entre ellos algunos objetivos, ex­
plicaban la resistencia de la serología para aceptar esta hipótesis. En­
tre los argumentos experimentales hay que contar, en primer lugar, 
la aparente divergencia entre la neutralización de las toxinas por los 
sueros anritóxicos y los otros tipos de reacción entre antígeno y anti­
cuerpo; esta diferencia parecía tan evidente que impedía la aceptación 
de la teoría unitaria; sin embargo, las toxinas bacterianas y sus anti­
toxinas eran los primeros antígenos y anticuerpos en que se había 
ocupado la investigación sobre inmunidad, y muchos conocimientos 
importantes proceden del análisis de su comportamiento; ante todo, 
de la ley de la especificidad. Ahora bien: sucede con 
un fenómeno que parece completamente incompatible 
tesis ofrezca precisamente 1a demostración decisiva de 
este caso la teoría de la unidad esencial de los anticuerpos ha encon­
trado en las reacciones de toxina-antitoxina, que tanto tiempo se 
opuso a ella, una base más firme que la que pudieran esperar sus 
mismos defensores.

G. Ramón (1922) pudo observar que se producen floculaciones en 
las mezclas de toxina diftérica con su suero, antitóxico cuando están 
en las proporciones adecuadas. La zona en que se producen tales 
precipitados es muy limitada; de modo especial los inhibe el exceso 
de anticuerpos, e incluso los precipitados ya producidos pueden re- 
disolverse por adición del suero (véase pág. 221). Pero, y este es el* 
punto fundamental, el. óptimo de floculación coincide con la completa 
neutralización de la toxina, de modo que no sólo carece de toxicidad 
el precipitado lavado, sino que el líquido sobrenadante tampoco cotv’ 
tiene cantidades apreciables de toxina ni de antitoxina. Esta coinci­
dencia- resulta tan exacta que ya Ramón prepuso utilizar la reacción' 
de floculación para la determinación cuantitativa de cualquiera de los 
dos componentes de la reacción (toxina y antitoxina); este método 
de evaluación resulta mucho más sencillo que los usados hasta la 
fecha (métodos de E. Behring y P. Ehrltch para valorar sueros 
antitóxicos\ y es el que se utiliza habitualmente para 1os fines prác­
ticos de fabricación de sueros curativos antitóxicos, habiendo condu­
cido a! establecimiento de una unidad, h unidad, floculante (unité flo­
culante). Resulta, pues, evidente que existe una relación estrecha' 
entre la reacción toxina-antitoxina y las diferentes formas de la pre­
cipitación inmune; poco tiempo después, H. R. Dean (1927) consiguió 
reforzar este puente ál demostrar, mediante investigaciones cuida­
dosas, que la mezcla de toxina diftérica y suero antitóxico es capaz 
de fijar complemento y qué los resultados positivos se obtienen con
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las mismas proporciones de antígeno y anticuerpo que resultan ópti­
mas para las reacciones de floculación y para la neutralización de 
la toxina itj wvtro. Como puede comprenderse, ya se habían efec­
tuado algunas investigaciones anteriores para descubrir si la neutra­
lización de la toxina por la antitoxina iba acompañada por otras re­
acciones ser ológicas, especialmente las de precipitación y fijación de 
complemento (un resumen casi completo de 1a literatura concerniente 
a estos estudios previos se debe a A. T. Glenny y C. C. OkEll). Los 
resultados fueron unos negativos y otros contradictorios, hasta que 
G. Ramón encontró la solución definitiva.

El descubrimiento de que la neutralización de la toxina por la 
antitoxina podía incluirse entre las reacciones de precipitinas y entre 
las de fijación de complemento dió nuvo impulso a 1as investigaciones 
que se esforzaban en buscar una base experimental para la tesis de 
la unidad de acción de 1os anticuerpos y de la unidad de su soporte 
material. Aunque la conexión, desde el punto de vista de la teoría 
del conocimiento, no Jesuíta explícita, en todos los casos aparece, no 
obstante, clara al examinar la sucesión cronológica de los trabajos 
más importantes aparecidos en este terreno. En los años que siguie­
ron a la primera publicación de Ramón aparecieron las investigacio­
nes clásicas de F. S. Jones (véase pág. 193), de S. Mudd y colabo­
radores, que demuestran que los anticuerpos precipitantes y agluti 
nantes actúan como “opsoninas” (es decir, excitan la fagocitosis) 
sobre partículas de colodión, en las que absorbieron los correspondien­
tes antígenos proteicos; de J. Freund y de L. Reiner y colaborado­
res, que consiguieron reproducir diferentes reacciones “serológicas” 
o, dicho más exactamente, la manifestación exterior de tales reaccio­
nes (aglutinación, fijación de complemento, lisis por complemento, 
aceleración de la fagocitosis), sustituyendo el antisuero por una 
única sustancia inespecífica (tanino). Junto a estas experiencias clási­
cas se efectuaron experimentos con los polisacáridos de las bacterias, 
especialmente de los neumococos, de gran interés, porque uno de los 
componentes de la reaccióp, a saber, el polisacárido que funciona 
como hapteno, puede obtenerse en estado de gran pureza. No sólo 
se demostró que los antisueros obtenidos con neumococos específicos 
de tipo guardan paralelismo cuantitativo para las distintas funciones 
que en serología era norma atribuir a precipitinas, aglutininas, anti­
cuerpos anti-infecciosos y fijadores de complemento y opsoninas 
[L. D. Felton y G. H. Baii^ey, L. D. Felton (1931)], sino que el 
soporte material de estas funciones corresponde evidentemente a una 
única sustancia (experimentos clásicos de Freund y Reiner);
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efecto, en las reacciones de floculación el precipitado arrastra todos 
los anticuerpos, y del precipitado pueden recuperarse sub diversa 
specie, es decir, como anticuerpos anti-infecciosos o fijadores de com­
plemento, como aglutininas o como anticuerpos anafilácticos; es decir, 
que pueden reaccionar en la forma que el experimentador disponga, 
si se les coloca en las condiciones adecuadas para ello (JL. D. Felton 
(1932), B. F. Chow y H. Wu).

Cabría esperar que la aportación de pruebas experimentales, de 
que se acaba de dar una sucinta idea, considerando los tipos princi­
pales, junto con la probabilidad interna de la hipótesis unitaria, sería 
suficiente para convencer los impugnadores más recalcitrantes.

Sin embargo, se defendió la pluralidad de los anticuerpos (es decir, 
la existencia de aglutininas, precipitinas, anticuerpos fijadores de 
complemento, etc., como sustancias distintas), como si supusiera un 
especial tesoro de Ja investigación en inmunidad. Como el número de 
trabajos de oposición a la teoría unitaria es numerosísimo, no se pue­
de entrar en particularidades, lo que por lo demás tampoco es nece­
sario, ya que todos ellos consisten en disociar las distintas funciones 
del antisuero de los modos más variados, por ejemplo, por fracciona­
miento de las globulinas, por calefacción, por ataques químicos (por 
ejemplo, la extracción con alcohol y éter), por tratamiento con ácido 
diazobenzolsulfónico o, finalmente, por simple dilución.

Muchas de estas observaciones eran justas, pero, a priori, in­
apropiadas para demostrar la existencia de distintos tipos de anti­
cuerpos. Por ejemplo, se ha observado que si un antisuero que actúa 
precipitando y aglutinando se le diluye progresivamente con disolu­
ción de cloruro sódico al 0,8 por 100, conserva el efecto aglutinante 
hasta diluciones que carecen ya de poder precipitante; ahora bien: 
F. S. Jones, en sus notables experimentos, y M. H. Merrill, en 
sus investigaciones acerca de la trascendencia teórica de la masa an- 
tigénica mínima que se necesita para las distintas reacciones de flocu­
lación, demuestran que tales diferencias no se deben de ningún modo 
a la existencia en el antisuero de una “aglutinina” y de una “preci- 
pitina”, y pueden explicarse de modo satisfactorio admitiendo la 
existencia de un anticuerpo único. Además se adujeron también argu­
mentos fundados en hechos falsos, como la separación de las preci­
pitinas y de los denominados anticuerpos anafilácticos por fracciona­
miento de las globulinas con ayuda de la electrodiálisis (R. Otto y 
T. Shirakawa); Doerr y Hallauer no pudieron conseguir esta 
disociación ni por electrodiálisis ni por precipitación fraccionada me­
diante sulfato amónico, y hoy este asunto se considera definitivamente
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El intento de A. Joos de demostrar por un experimento decisivo la concep­
ción de Bordet fue considerado insuficiente por la crítica. Joos pretendió 
demostrar que la aglutinación (la floculación) de las bacterias no se produce 
en medios exentos de electrolitos (agua destilada, disolución de glucosa), aun­
que en ellos los anticuerpos (las “aglutininas”) también se unen con las bacte­
rias; no tuvo en cuenta lo que, sin embargo, era ya un hecho conocido, a saber: 
que la seroglobulina, y con él el soporte de la función anticuerpo, precipita en 
medio carente de electrolitos, por lo que resulta inactiva. Pero, como ya hizo 
Bordet, puede modificarse el experimento cargando primeramente las bacterias 
suspendidas en disolución de NaCl con los anticuerpos, lavando después y* 
comprobando finalmente si el agregado, producto de la reacción, no se destruye 
en un medio casi exento de electrolitos (la eliminación completa de electrolitos 
no puede conseguirse a causa de la cesión de electrolitos al agua destilada o a

r
C

a
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resuelto desde que A. Tiselius [1937 a, 1937 c; véase también 
A. Tiselius y E. A. Kabat] introdujeron la electrofforesis para la' 
identificación y el aislamiento de las globulinas inmunes.

Las tentativas para disociar los anticuerpos entre sí han perdido 
su interés frente al que ofrece la discriminación entre las reacciones 
ántígeno-anticuerpo propiamente dichas y las consecuencias secun­
darias de tales reacciones (aglutinación, precipitación, citofisis, etc), 
y, en segundo lugar, frente a la demostración de que sólo la fase pri­
mera (primaria) es específica, pero no la segunda. Pues de este modo 
resulta evidente que ningún anticuerpo merece este nombre por la 
apariencia que toma el producto de la reacción en la segunda fase.

. Este desdoblamiento de las reacciones serológicas en una fase 
específica y. una inespecífica fué introducida por J. Bordet (1899) 6,1 
sus fundamentales investigaciones sobre la aglutinación. Bordet de­
muestra que la aglutinación se compone de dos procesos sucesivos.’ 
Sólo el primero, es decir, la unión del anticuerpo con el antígeno 
(con las bacterias), debido a sus afinidades específicas, pertenece al 
dominio de la inmunología; el segundo, a saber, la agregación y pre­
cipitación de las bacterias, no es un fenómeno biológico, sino físico- 
químico, que debe atribuirse al efecto floculante de 1os electrolitos y 
que también se observa trabajando con partículas inorgánicas, por 
ejemplo, con suspensiones de hidróxido alumínico finamente disper­
sadas. “II n’y a pas lieu d’admettre l’existence d’ans la molecule de 
l’anticorps, d’un groupement spécial doué du pouvoir agglutinant. Les 
agglutinines ne se distinguent pas fonciérement des autres anticorps. 
Les noms qu’elles portent se justifie non pas en raison essentielle- 
ment de leurs qualités propres, mais parce que les antigénes correspon­
dáis sont aptes, des qu’ils s’unissent a elles, á se laisser floculer par 
les sois” [Bordet (1939), pág. 338].

**in vitro”
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la disolución isotónica de azúcar}; se observa entonces que para la floculacióñ 
no se reqweren sino concentraciones mínimas de electrolitos, como más tarde 
comprobó H. Eagle en una serie de ensayos finamente graduados. La posibili­
dad de que el anticuerpo se combine con la bacteria sin que ésta flocule puede 
demostrarse también por otro camino. Aplicando una calefacción suave se 
produce en los antisueros aglutinantes una “zona inferior de inhibición”; es 
decir, que la floculacióñ no se produce, aunque se emplee este antisuero en con-’ 
centraciones más elevadas que las que resultan ya positivas para el nativo; 
pero si se centrifugan las bacterias y se les añade suefo inmune fresco (no 
calentado), resultan inaglutinables, lo que no tiene otra explicación más que al 
ser agitadas con los antisueros calentados (es decir, modificados por la cale­
facción), los fijaron [F. S. Jones (1927). G. S. Shibcey (1926)].

Debemos mencionar que Marra/tk, en la primera edición de su 
monografía acerca de la química de los antígenos- y anticuerpos (1934), se ha 
pronunciado contra el carácter inespecífico de la segunda fase al señalar la 
posibilidad de que toda molécula de anticuerpo posea varios grupos reactivos 
específicos mediante los cuales se encadenarían las partículas de antígeno. que 
a su vez han de poseer numerosos grupos reactivas; según este modo de pensar, 
la formación de los agregados y, por consiguiente, la floculacióñ estaría condi­
cionada no por causas puramente físicas, sino por procesos químicos o, hablando 
con mayor precisión, inmunequímicos. M. Heidelberger y F. E. Kendall 
(1935 b) se adhirieron inmediatamente a esta hipótesis, que, como se ve, no es 
sino la teoría de la muItivalencia recíproca, también designada como teoría 
leticular (en inglés, como altcrnalion thcory). Como esta teoría y las concep­
ciones que de ella se derivan con respecto al crecimiento de los agregados en 
las reacciones de floculacióñ ya se consideraran detenidamente (véase pág. 223), 
ros limitaremos a mencionar los experimentos que pretenden impugnar el ca­
rácter inespecífico de la segunda fase entendida en el sentido de Bordet. La 
primera de estas pruebas, publicada por W. W. C. Topley, J. Wllson y J. T. 
Duncan (1935), consiste en mezclar las suspensiones de dos especies de bacte­
rias no emparentadas entre sí (por ejemplo, neumococos y Bact. enteritidis) 
y adicionar a la mezcla los dos sueros aglutinantes correspondientes. En el mi­
croscopio no se observan sino grumos homogéneos, es decir, compuestos de 
una sola especie bacteriana, lo que parece oponerse a las enseñanzas de Bordet 
y hablar en favor de la teoría reticular. Sin embargo, experimentos orientados 
de un modo análogo, que efectuaron H. A. Abramson y de S. B. Hooker y 
W. C. Boyd (1937), y en parte también los de A. S. Wiener y Hermán, 
dieron el resultado opuesto, ya que estos autores observaron en el microscopio 
♦lóculos mixtos constituidos por los diversos elementos anrigcnicos, mezclados’ 
en distintas proporciones ; por consiguiente, Bordet parece tener razón al atri­
buir un-valor decisivo a los resultados -obtenidos por él. No contentos con el 
estado del problema, recientemente volvieron sobre el tema H. A. Abramson, 
Boyd, Hooker, Porter y Purnell, y establecieron que se obtenían de modo 
predominante flóculos homogéneos cuando se empleaban sueros aglutinantes muy 
diluidos y flóculos mixtos, es decir, constituido por varias especies de Células, 
cuando se empleaban sueros concentrados. De este modo se llegó a la conclusión 
de “que la denominada alternaban hypotheiis (teoría reticular) juega un .papel, 
pero que las fuerzas inespecíficas pueden intervenir de modo activo, como 
Bordet suponía desde hace tiempo, cuando los anticuerpos están concentrados’’.
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puede impugnarse por las peripecias 
de detalle de la investigación serológica, y que no hay ninguna razón impor­
tante pera abandonar la concepción de este maestro.

9a probable que lo observado no- dependa solamente de ia cnnc?ntracíón de 
!e* afrti*ueros-, sino también de otros factores, y entre eike de la mayor o menor 
tendencia a agregar*» que posean los distintos elementos antigénícos y de ía diversa 
-«elocklad de formación de kx flóculos que depende de dicha capacidad- En relación 
oon lo anterior, H. A. Abraníson y sus colaboradores hacen la importante observa­
ción de que, a pe^ar de todo el esfuerzo empleado, no puede aducirse ninguna prue­
ba decisiva de la polivalencia de los anticuerpos, que es ¡a hipótesis previa en que 
descansa la teoría reticular. D. Pressman, D. H. Cam?3EI-í_ y L. Paulino han 
creído demostrar ¡a polivalencia mediante experimentos efectuados con eritro- 
cíios copulados con hapteno» y anticuerpos que reaccionan con dichos ’.iaotenos; 
según sus cálculos, el número de grupos del hapteno copulados a cada eritrocito 
no pasa de 6o, de modo que a cada célula no pueden ñjarse sino 6o moléculas 
de anticuerpo que no recubren sino el o.oa por too de la superficie del hematíe, 
lo que parece insuficiente para permitir la aglutinación; por este motivo, según 
estos autores, hay que recurrir a la polivalencia de los anticuerpos para ex­
plicar la floculación observada. Abramson y colaboradores no admiten el ar­
gumento, que recusan también W. C. Boyd y J. Beh.vke (1944), quienes 
señalan especialmente como dudoso el cálculo de la valencia de los anticuerpos 
que Paulino basa en sus experimentos con haptenos (véase Press man, Camp­
bell y Paulino). Tales haptenos, al disolverse tienden a agregarse paulatina­
mente de modo espontáneo y se van haciendo más idóneos cada vez para las 
reacciones de floculación serológica; este hecho, que fue ya observado por 
K. Landsteiner y J. van del Scheer (1932 b, 1933), y corroborado cuantita­
tivamente en pruebas de difusión por S. B. Hooker y W. C. Boyd (i939» 
1941 a) para el hapteno utilizado por Paulino. Según lo anterior, cabe, natural­
mente impugnar toda deducción que se funde en identificar el peso molecular 
químico de un hapteno con el tamaño de la partícula. Tales experiencias, por 
consiguiente, demuestran la importancia del estado físico en los procesos de 
flcculación serológica; ya es sabido que los electrolitos actúan “aglutinando" 
y "precipitando” bacterias, disoluciones proteicas, etc., e incluso se ha com­
probado que obedecen a la regla de precipitación de Hardy con 
valencia creciente (NaCI, CaCl2, CeCl3, ThCI4). Para el autor, 
que en su esencia la teoría de Bordet no

Ahora bien: aunque no sea la aglutinina misma, sino los electro­
litos presentes en la mezcla de la reacción,, NaCI en las técnicas usua­
les, los causantes inmediatos de la aglutinación, es indudable que la 
combinación de 1as bacterias con los anticuerpos origina un nuevo 
estado que permite a los electrolitos ejercer un efecto precipitante 
que, en caso cohtrariouno se manifiesta a las concentraciones emplea­
das. Teniendo en cuenta que las bacterias suspendidas en agua pueden 
también precipitarse por electrolitos sin el concurso de un antisuero 
que contenga los anticuerpos correspondientes, y que en esta flocu­
lación inespecífica los cationes de los electrolitos son los que ejercen 
el efecto precipitante (al neutralizar con sus cargas positivas las ne-
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gativas de las bacterias), puede plantearse de modo> más preciso el 
problema de la participación de los antisueros en la aglutinación es­
pecífica; habría que precisar por qué razón el íón Na en concentra­
ciones bajas flocula las bacterias cargadas de aglutininas. Lo más 
sencillo sería suponer que los anticuerpos modifican la superficie de las 
células bacterianas de modo que rebajan su umbral de floculación 
hasta ponerlo al alcance de concentraciones de Na+ cuya capacidad 
de floculación o de descarga no alcanza el umbral de floculación dé 
las bacterias sin anticuerpos. ¿En qué consiste esta transformación? 
Pudiera suponerse que la superficie limitante de las bacterias se mo­
difica por la influencia del anticuerpo, sea disminuyendo su afinidad 
con el agua del medio o neutralizando una parte de sus cargas eléc­
tricas. Pero desde que se ha establecido casi con seguridad que los 
anticuerpos no son sino seroglobulinas de un cierto tipo, hay que 
representarse el “enlace” de una sustancia coloidal de tan alto peso 
molecular con una célula morfológicamente intacta cargada de anti­
geno, por la imagen puramente mecánica de la extensión de una 
película de globulinas sobre la superficie de la célula, imagen que, 
por lo demás, según la investigación óptica, parece responder a la 
realidad (véase pág. 212). Con ello, naturalmente, no se excluye que 
la célula misma experimente alguna alteración; pero se señala que 
no es necesario postular una participación de la célula en este sentido 
como factor esencial para que la reacción se produzca; teóricamente, 
es suficiente suponer que la película de globulina inmune tiene las 
propiedades que permiten que concentraciones mínimas de electrolitos 
ejerzan efecto floculante; y como se sabe que la globulina inmune no 
posee por sí misma esta propiedad, habría que suponer que la ad­
quiere a consecuenica de su adsorción en las bacterias, mediante un 
proceso que la transforma de coloide hidrófilo en hidrófobo. Suponiendo 
que la especificidad del anticuerpo esté determinada por sus grupos 
hidrófilos, esta transformación se explicaría así: los grupos hidrófilos 
se saturarían por el antígeno, y los hidrófobos se enfrentarían con el 
agua, provocando la inestabilidad de la suspensión. Como tampoco 
se produce la floculación en ausencia de electrolitos, habría que supo­
ner también que la ionización de la película de globulina origina 
cargas suficientes para mantener la suspensión; cargas que se vencen 
con ayuda de electrolitos a concentraciones bajas.

En esta hipótesis, establecida por G. H. Shibley (1926), figura 
una nueva premisa hipotética, la desnaturalización del anticuerpo 
cuando, se adsorbe por el antígeno, y como fundamento de esta des­
naturalización el carácter hidrófilo de los grupos del anticuerpo que
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condicionan su especificidad. Pero, como en otras hipótesis semejan­
tes. también en ésta los procesos desarrollados én la cubierta de anti­
cuerpos no hacen sino crear las condiciones para la agregación de las 
bacterias: el factor último y decisivo lo constituyen también los elec­
trólitos. Caso de ser justa la manera de interpretar el fenómeno, no 
lo es la reflexión de que de los dos componentes del complejo antígeno- 
ántícuerpo sólo la globulina inmune tiene un papel decisivo en la aglu­
tinación, mientras que el ántígeno (la célula bacteriana) lio participa 
en ella; es el complejo entero lo que flocula y el antigeno es necesario 
para la supuesta desnaturalización de la cubierta de anticuerpo.

La idea de que las floculaciones producidas en las reacciones de 
inmunidad se deben al recubrimiento de la partícula antigénica por 
globulinas inmunes, sé aplica evidentemente sólo a los antígenos que 
están eh forma de células (bacterias, hematíes), y a ellos, además, 
únicamente en el caso’de que encuentren én la mezcla de la reacción 
úna tal proporción de globulinas inmunes que puedan recubrirlos del 
modo postulado. Esta condición no se cumple siempre que se agluti­
nan bacterias, puesto que para que este ¡fenómeno se produzca bastan 
unas concentraciones de antisuero tan bajas que en ellas las globuli­
nas inmunes no.alcanzan a recubrir sino la cincuentava parte de la 
superficie total de las bacterias (véase pág. 227). Cuando las dimen­
siones de la partícula antigénica son mucho menores que las de la 
molécula de la globulina inmune (como sucede Casi siempre en la 
precipitación), resulta inconcebible la imagen del ántígeno recubierto 
de anticuerpos, y hay que recurrir a la hipótesis auxiliar de que en 
este caso es la molécula de la globulina inmune la que se transforma 
én un coloide hidrófobo recubriéndose de partículas de ántígeno.

Para resumir el estado actual de nuestros conocimientos, puede 
decirse que las “aglutininas” no “aglutinan”, sino que se limitan a 
actuar sobre las células que contienen antígenos, volviéndolas sensi­
bles para el efecto floculante de electrolitos a unas concentraciones 
insuficientes para precipitar el ántígeno; ahora bien: el mecanismo 
de esta “sensibilización” hasta la fecha no se conoce con exactitud, 
-y sólo puede decirse con seguridad—lo que, por otra parte, resulte., 
evidente—qué 'este proceso debe tener lugar en la superficie dé 1a 
célula, es decir, en la superficie limitante entre ella y el agua.

Lo que se ha aducido para la aglutinación, como ejemplo, vale 
con pequeñas modificaciones para las otras reacciones antígeno- 
anticuerpo. Las antitoxinas tampoco pueden considerarse como unos 
anticuerpos especiales que neutralizan la toxicidad, sino simplemente 
como anticuerpos que, por definición, se combinan con su ántígeno
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(1) Para enjuiciar la neutralización de una toxina por un anticuerpo espe­

cífico es importante recordar que en los enzimas unas veces se observa este 
fenómeno y en otros casos falta por completo. Por ejemplo, el desdoblamiento 
de la urea por la ureasa puede impedirse por un antisuero, como J. Morgenroth 
ya estableció en 1910 y han confirmado posteriormente otros autores que em­
plearon métodos más exactos [J. S. Kirk y J. B. Sumner (1932, 1934). L. PiL' 
lemer, Ecker, Myers y Muntwyler] ; asimismo, por la inyección profiláctica 
del antisuero puede reducirse o impedirse por completo el efecto extraordina­
riamente tóxico de una inyección intravenosa de ureasa sobre el organismo 
de los mamíferos. Inmunizando conejos con luciferasa se obtiene un antisuero 
que inhibe por completo la acción de la luciferasa sobre la luciferina, de modo 
que no se produce luz (E. N. Harvety y J. E. Deitrick). Por el contrario, la 
acción de la catalasa no se neutraliza por un antisuero ni la) actividad enzimá- 
tica de la tirosinasa se influye por el efecto de un antisuero precipitante de 
conejo. La circunstancia de que en determinados enzimas se inhiba la actividad 
biológica y de que en otros- no se observe este efecto (véase también la comu­
nicación de O. Westphaj.) parece significar que este fenómeno no radica, en la 
piencia de la reacción entre el antígeno y el anticuerpo, skio que depende de. 
factores accidentales.

)I1II i Íí' II■ i
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específico. La combinación se efectúa del mismo modo cuando se sus­
tituye la toxina por su derivado innocuo (el toxoide) y la toxina no- 
modificada no se “neutraliza” al combinarse, puesto que si se disocia 
el complejo antígeno-anticuerpo puede recuperarse en posesión de su 
toxicidad específica. Pero no está claro por qué la toxina, mientras se 
encuentra combinada con la antitoxina, no actúa tóxicamente (1).

La reversibilidad de la combinación entre la toxina y la antitoxina 
parece implicar que se trata de un proceso físico; la misma conclu­
sión parece deducirse de que la neutralización pueda manifestarse 
exteriormente como una precipitación. Ahora bien: F. S. Jones con­
siguió transformar el aspecto de una precipitación en una aglutina­
ción, para 16 que adsorbió el precipitinógeno (suero de vaca u oval- 
búmina) en bacterias o en partículas de colodión, sobre las que hizo 
actuar un suero precipitante de conejo (véase pág. 193). Jones, sin­
embargo, quedó también convencido de que en estos experimentos nó 
puede invertirse la sucesión del antígeno y del anticuerpo; es decir, 
qué la aglutinación no se produce cuando la partícula adsorbente se 
trata primero con el antisuero y después recibe el antígeno proteico; 
a pesar de que puede demostrarse que la proteína del ántisuéro se 
adhiere a Ja partícula y que el contenido en anticuerpos del antisuero- 
se reduce por la adsorción. Jones considera que esta observación con­
firma 1a hipótesis de que la aglutinación es debida al recubrimiento 
de las bacterias por una película de globulina inmune que adquiere 
las propiedades de una globulina desnaturalizada por su fijación al

í r.;$
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el 
(1932):

antígeno (G. H; Shibley). El- “recubrimiento” del antígeno por la 
•globulina inmune sólo es posible cuando previamente se haya adsor­
bido el antígeno en 1a película, pero no cuando se efectúe antes el 
depósito de la globulina inmune. Relacionada con este problema se 
•encuentra 1a cuestión de si la flocuPación toxina-antitoxina puede trans­
formarse en aglutinación mediante la técnica de Jones; este problema 
ha sido contestado de modo afirmativo por J. Freund, poco después 
de aparecidas las publicaciones de F. S. Jones.

Los experimentos de J. Freund (1930-31, 1931, 1932).—Freund 
adsorbió toxina diftérica en partículas de colodión, que lavó después 
cuidadosamente y que suspendió en disolución de NaCl; la adición de 
antitoxina diftérica provoca una aglutinación de las partículas car­
gadas de toxina, que poseen el tamaño de estafilococos, y simultánea­
mente se neutraliza la toxina adsorbida, ya que si después de tratar 
las partículas con la antitoxina se inyectan en la piel de un cobayo no 
provocan las reacciones locales características que originan las par­
tículas cargadas de toxina, pero no desintoxicadas por la antitoxina. 
Si las partículas de colodión se cargan con toxina tetánica, pueden 
también desintoxicarse por la correspondiente antitoxina, incluso cuan­
do ésta se añade muy diluida. Como en los experimentos de F. S. 
Jones, tampoco aquí puede invertirse el orden del experimento. Es 
decir, si la antitoxina diftérica o tetánica se adsorbe en partículas de 
colodión y se adiciona después la disolución de 1a toxina, las partícu­
las, una vez lavadas, resultan tóxicas y provocan en los ratones blan­
cos el tétanos o desencadenan en cobayos el efecto letal de la toxina 
diftérica. Estos hechos experimentales han sido confirmados por H. 
Schmidt (1933). Vamos a discutir su trascendencia.

La discusión de este problema se simplifica teniendo a 1a vista 
resumen esquemático de los resultados experimentales de Freund .
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TABLA 17.

Experimentos de adsorción (según J. Freund, 1932,

En diíolación.
En la partícula de colo­

dión ae adaorbe.

++

4-
4-

III

Antitoxina diftérica 
Antitoxina tetánica 
Toxina diftérica 
Toxina diftérica 
Antitoxina tetánica 
Antitoxina diftérica 
Toxina tetánica 
Toxina tetánica

Toxicidad de la partícu­
la de colodión lavada.

No tóxica. 
Tóxica. 
Tóxica. 
No tóxica. 
No tóxica. 
Tóxica.
Tóxica.
No tóxica.

Del I se deduce que la toxina diftérica adsorbida en la partícula 
de colodión se neutraliza al agitarse con antitoxina diftérica disuelta, 
y además mediante una reacción de inmunidad específica, ya que la 
antitoxina diftérica no puede sustituirse por una antitoxina heteróloga 
(tetánica) (II). En Til se representa el experimento inverso de I, es 
decir, que se adsorbe primeramente antitoxina diftérica en la par­
tícula de colodión que, después de lavada, se pone en contacto con la 
disolución de la toxina; la partícula conserva su toxicidad después 
de lavados repetidos, lo que parece demostrar que la toxina se fija a 
?a antitoxina adsorbida de modo que resiste al lavado; este enlace 
también es específico, ya que la partícula cargada con antitoxina tetá­
nica no puede fijar la toxina diftérica, de la que no quedan ni indi­
cios después de lavar (IV).

en partículas de colodión 
página 184 y sig.).

I. — Toxina diftérica 
II.—Toxina diftérica

III. —Antitoxina diftérica
IV. —Antitoxina tetánica + 
la. — Toxina tetánica

lia. — Toxina tetánica
Illa. — Antitoxina tetánica -|- 
IVa. — Antitoxina diftérica -f-

i
i!

En el caso III resulta difícil comprender la toxicidad de la partícula. En 
él las cosas parecen suceder como si la antitoxina adsorbida fijara su antígeno, 
la toxina homologa, de modo específico; pero en cambio no se produce la. con­
secuencia normal de tal combinación, es decir, la neutralización del efecto 
tóxico. La condición previa para que este fenómeno se produzca parece ser, 
naturalmente, que la antitoxina esté efectivamente adsorbida en la partícula de 
colodión, de modo que por el lavado no pueda ponerse en disolución. Que esta, 
suposición se cumple efectivamente lo demostró J. Freund (1932) calentando 
durante media hora a ss0, con el fin de destruir la toxina, partículas de colodión 
que preparó siguiendo la combinación III; tales partículas conservaban la anti-

15
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Observación.—De las echo combinaciones de esta tabla sólo necesitan un 
comentario especial las cuatro primeras; las la-IVa ofrecen la misma ordena­
ción de experimento que las cuatro primeras, .pero con toxina tetánica y su 
antitoxina, y dan resultados idénticos, por lo que hay que considerarlos como 
experimentos paralelos a los anteriores que los corroboran.
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! Es claro que la hipótesis de la cubierta, aunque fuera cierta, sólo 
tendría valor en las condiciones de posición en el espacio a que se 
someten la toxina o la antitoxina por su adsorción en la superficie de 
las partículas de colodión. En este sentido estaban orientados tanto 
los experimentos principales de J. Freund, incluso- sus experimentos 
de control, como los experimentos clásicos aducidos en apoyo de la 
teoría; citaremos, por ejemplo, los experimentos en que se neutraliza 
una toxina adsorbida en colodión por tanino que se combina con ella 
(L. Reiner y colaboradores, J. Freund (1929)]. Pero en la forma 
habitual de efectuar las pruebas de neutralización in vitro, los dos 
componentes de la reacción se ponen en contacto di sueltos (en estado 
de dispersión molecular), y por ello hay que demostrar que, en estas 
condiciones concretas, también tiene validez “la regla de la cubierta”.

toxina que podía descubrirse por su capacidad de protección. También se 
observó que las partículas ti atadas primero con antitoxina y después con toxina 
resultaban más tóxicas que las partículas que no habían adsorbido más que 
toxina.

Freund mismo no se decidió por ninguna explicación determinada. La que 
aparece más plausible es que la toxina adsorbida en la partícula de colodión fija 
más antitoxina que la necesaria para su neutralización, y que, recíprocamente, la 
antitoxina adsorbida fija más toxina de la necesaria para neutralizarla. Según 
erta opinión, lo que se fija en exceso depende de cuál de ambos componentes 
de la reacción (por su adsorción en la partícula de colodión) es el que se pone 
en forma de una “superficie de reacción serológica”, y que por ello la cantidad 
en que interviene queda limitada a esta superficie; en cambio, el otro compo­
nente, al ponerse en contacto con dicha superficie, como se encuentra en una 
disolución relativamente concentrada, se fija en una proporción “superior a la 
necesaria”; fenómeno que, como Freund subraya, ya había sido observado por 
Bordet en la aglutinación de hematíes por anticuerpos a concentración elevada. 
La influencia de la posición relativa entre toxina y antitoxina puede, sin em­
bargo, explicarse de otro modo. La neutralización de la toxina sólo puede 
conseguirse cuando se la rodea de una cubierta de anticuerpos desnaturalizados, 
insolubles en disolución salina; no se produce, en cambio, cuando es la antito­
xina el componente que constituye la parte central sobre la que se fija la toxina, 
que queda, pues, hacia fuera. A esta explicación se inclinan Freund, F. S. 
Jones y, especialmente, G. H. Shibney, que difiere de los otros autores única­
mente en que también concede importancia a los fenómenos entre la superficie 
y la disolución. Como hace observar, ambos factores probablemente no se ex­
cluyen, sino que cooperan, ya que pueden referirse a un mismo principio.

No resulta suficiente la prueba basada en el fenómeno de Danysr. Con el 
nombre de fenómeno de Danysz se conoce la observación siguiente: si se mez­
cla una cantidad dada de suero antitóxico con una determinada cantidad de 
toxina, se obtienen mezclas de diferente toxicidad, según que la toxina se añada 
de una vez o en varias porciones; la adición fraccionada da lugar a productos
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más tóxicos, es decir, que saturan la toxina en menor proporción. En todo caso, 
el fenómeno de Danysz no siempre puede invertirse. Es decir, que si se adi­
ciona la antitoxina sobre la toxina resulta indiferente para la toxicidad de la mez­
cla añadir la antitoxina en varias porciones sucesivas o toda de una vez. No puede 
decidirse si la unilateralidad del fenómeno de Danysz está o no en relación 
íntima con los resultados de los fenómenos efectuados con las partículas de 
colodión; Freund mismo opina (1932, pág. 187) que tal vez no se trate sino de 
una semejanza superficial.

■

Por lo demás, con posterioridad a las comunicaciones de Freund, 
se ha determinado que el peso molecular de la toxina diftérica es de 
70.000; el de la globulina de conejos, de 150.000, y el de la globulina 
inmune de caballo, de 930.000. Aun teniendo en cuenta que ni las mo­
léculas de toxina ni las de las globulinas inmunes son esféricas, sino 
elipsoidales, e incluso. considerando que las moléculas, de las globu­
linas pueden deformarse hasta un cierto grado sin desnaturalizarse, 
casi no se concibe cómo una molécula de toxina tan pequeña puede 
recubrirse por las moléculas mucho mayores de los anticuerpos.

Pluralidad o

Otros resultados experimentales publicados por el mismo Freund sugieren 
nuevas reflexiones. En una de sus comunicaciones [Freund ••(19303®)] se en­
cuentran los siguientes datos: ¡Se trataron, a) partículas de colodión con anti­
toxina tetánica, y después con la toxina; b) con suero de caballo normal y 
después con toxina tetánica; c) con antitoxina tetánica, después con toxina 
tetánica y, finalmente, de nuevo con la antitoxina; d) con toxina tetánica sólo. 
Se determinó varias veces la toxicidad de las partículas así tratadas y lavadas 
ulteriormente, observándose la siguiente serie de toxicidad: • > d > b > e. 
Per consiguiente, las partículas b tratadas con suero de caballo normal y 
toxina tetánica, aunque menos tóxicas que las impregnadas únicamente con 
toxina, no resultaban completamente innocuas, como cabría esperar si la fuerte 
toxicidad que se observa en las partículas d fuera debida a toxina libada de 
modo específico y si el suero normal de caballo utilizado se supone exento de 
antitoxina tetánica. La innocuidad de la partícula c no puede considerarse como 
prueba definitiva de que la partícula a está recúbierta de anticuerpos, y de que 
sólo suministraba la cubierta protectora el segundo tratamiento con antitoxina.

Por otra parte, los resultados obtenidos al efectuar estos experimentos con 
la toxina diftérica no coinciden exactamente con los observados con la toxina 
tetánica, en contra de lo que sucede con los resultados reunidos en el esquema 
antes reproducido. La toxina botulínica se comporta a su vez de modo comple­
tamente distinto. Las partículas de colodión cargadas con toxina botulínica no 
se neutralizan al ponerse en contacto con la antitoxina correspondiente, y la 
combinación inversa (adsorción de la antitoxina botulínica y tratamiento con 
la toxina botulínica) da lugar a resultados tan variables que impiden sacar 
ninguna conclusión [J. Freund (1932, pág. 186)].

i
■H
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largo período de conservación no 
dilución por haber experimentado una

Los experimentos con colodión de FrEund dejan, por consiguien­
te, fuera de duda que para neutralizar la toxina resulta indispensable 
su recubrimiento con antitoxina.

Los efectos observados por Freund pudieran explicarse, come 
también ha pensado su autor, suponiendo que la combinación de la 
toxina y de la antitoxina, y la neutralización de la toxina (o, mejor 
dicho, la desaparición de su efecto tóxico), son fenómenos distintos, 
de los cuales sólo el primero posee carácter inmunológico, mientras 
que el segundo obedece a una causa puramente física. Ahora bien: 
si se admite esta duplicidad de fases se llega a coincidir en todos los 
puntos con el modo de concebir BordEt la esencia de las reacciones 
serológicas.

En lo que concierne al antígeno (a 1a toxina), se ha podido esta­
blecer con certeza que su capacidad de reaccionar con el anticuerpo 
y su toxicidad son funciones distintas, habiendo suministrado la 
prueba los formoltoxoides (productos obtenidos tratando las toxinas 
con formaldehido), que poseen idéntica capacidad de combinación que 
la toxina de que proceden; pero, en cambio, no son tóxicos. Como 
los formoltoxoides no han podido transformarse de nuevo en la toxina, 
a pesar de los intentos más diversos, parece por lo menos probable, 
y desde luego justificado, admitir que en dichos toxoides están des­
truidos los grupos tóxicos de la molécula de la toxina. La neutrali­
zación de la toxina por la antitoxina parece obedecer a otro proceso. 
El complejo toxina-antitoxina formado por la neutralización in vitro 
puede desdoblarse de nuevo en sus componentes. CalmeTte fué el 
primero en señalar, en 1895, que a partir de una mezcla innocua de 
veneno de serpiente y de la correspondiente antitoxina puede recu­
perarse la toxina sin más que calentar a 70-80°, porque la antitoxina 
se desnaturaliza a esta temperatura, mientras que el veneno perma­
nece intacto. Desde entonces se han efectuado numerosas disociacio­
nes de este tipo aplicando métodos diversos (calor, acidulación, sim­
ple dilución de la mezcla neutra de toxina-antitoxina) y trabajando 
con otras toxinas, ante todo con las exotoxinas clásicas (diftérica y 
tetánica). Entre tales experimentos ofrecen un particular interés los 
Efectuados por H. Schmidt y W. Scholz, según los cuales, de los 
flócúlos innocuos, neutros, de toxina-antitoxina puede obtenerse un 
producto sumamente tóxico por la adición del formoltoxoide innocuo; 
el toxoide priva al floculo neutro de su componente de antitoxina, 
dejando libre el veneno. El hecho de que 1as combinaciones neutras 
toxina-antitoxina, después de un 1 
puedan ya disociarse por mera

¡I

uin vitro"
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especie de consolidación secundaria, no modifica, naturalmente, lá 
ti ascendencia principal de los resultados positivos. También hay que 
señalar que la disociación es un fenómeno que no se limita a las com­
binaciones toxina-antitoxina, sino que aplicando métodos análogos 
puede extenderse a otros complejos antígeno-anticuerpo,en los que 
también se observa la consolidación más o menos rápida de los com­
plejos, es decir, la disminución de la facilidad con que se disocian, 
de modo que llega a ser imposible recuperar, a partr del complejo, la 
totalidad del antígeno (M. C. Morris, R. M. Taylor y otros). La 
transformación de una mezca innocua de toxina y de antitoxina en 
un veneno enérgico ha merecido una atención particular, porque re-

La recuperación de la toxina de las combinaciones neutras toxina- 
pugnaba a un tratamiento terapéutico.
antitoxina ha llevado a que se reconozca universalmente que la toxina 
no se destruye al combinarse con la antitoxina. Esta aseveración pue­
de admitirse sin reparos, pero en el sentido del problema que aquí se 
discute recibe una excesiva amplitud; en lo que le concierne resultaría 
más preciso decir que e! soporte químico del efecto tóxico persiste 
en el complejo toxina-antitoxina, intransformado, pero en estado la­
tente. Cabría ahora preguntarse por qué no puede actuar en tantp que 
la antitoxina siga combinada. J. Bordet (1939, pág. 307) opina: “Elle 
(l’antitoxine) se soude á la toxine, elle l’enrobe, et cet accolement 
suffit, si l’antitoxine intervient á dose assez élevée, á faire disparaitre 
total ement ou pour une grande partie les propriétés nocives, dont 
l’antigéne jouissait; en d’autres termes, le complexe obtenu se mon- 
tre, soit absohiment soit relativement inoffensif.” Estas frases no 
ofrecen ninguna explicación; no hacen más que expresar lo observado 
experimentalmente; de ello se deduce lo siguiente (que, ante todo, no 
resulta especialmente extraño): que la combinación de la toxina y la 
antitoxina priva a la toxina de su efecto tóxico; que la combinación 
y la neutralización resultan procesos dinámicos idénticos, y, por últi­
mo, que la antitoxina, aunque no destruya la toxina, extingue de 
otra forma su toxicidad. Con ello podría oponerse la reacción toxina- 
antitoxina a otras reacciones antígeno-anticuerpo, ya que no es nece­
sario desdoblarla en una fase específica y en una fase inespecífica 
(física).' Pero tal vez esta oposición no es sino aparente. El objeto del 
efecto tóxico es la célula viva; este efecto requiere como condición 
previa que el veneno esté disuelto y sea bastante difusible para que 
pueda ponerse en contacto con la célula. Ahora bien: sabemos que la 
reacción toxina-antitoxina puede transcurrir como una precipitación 
y que el óptimo de floculación coincide con la neutralización completa
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de la toxina, y que el producto de la floculación (el floculo toxina- 
antitoxina) es insoluble en agua. Por consiguiente, es admisible opinar 
que el efecto de la toxina sobre la célula no puede producirse después 
de haber reaccionado con la antitoxina por este motivo puramente 
físico. Esta concepción estaría de acuerdo, en todo caso, con que el 
soporte químico del efecto tóxico se encuentra en el complejo toxina- 
antitoxina en igual forma que en 1a toxina libre, y que por ello recu-- 
pera su actividad en cuanto se disocia la toxina de dicho complejo. 
Considerando dé esta forma la neutralización de la toxina, pierde su 
carácter enigmático tanto la neutralización como la disociación del 
complejo; la antitoxina se despoja de su carácter especial y queda 
reducida a un anticuerpo típico.

Esta idea no se ha abierto camino hasta la fecha; lo impide,’ indu­
dablemente, la fuerza de la palabra extraña que se eligió para desig­
nar el fenómeno, como sucede con frecuencia en el campo de 1as 
ciencias médico-naturales; la noción de desintoxicación que encierra 
la palabra*' antitoxina” no se resigna fácilmente a desaparecer. Por 
esta razón, muchos autores persisten en no considerar idénticas la- 
neutralización propiamente dicha y la adsorción específica de toxina 
y antitoxina, y afirman que la primera se produce en proporciones 
determinadas y la segunda en proporciones variables. J. FrEund 
(J932) publicó sus investigaciones con partículas de colodión con el 
título de Toxin-antitoxin reactions without neutralizatio/n, que pone 
de manifiesto su punto de vista dualístico. Sin embargo, el experi­
mento en que se apoya FrEund no es convincente (véase pág. 241).

El modo de actuar las antitoxinas no permite hasta la fecha llegar 
a conclusiones definitivas acerca de este problema especial. En todo 
caso lo que es seguro es que hay dos clases de antitoxina, de las cua­
les una desintoxica meramente o desintoxica y se combina, mientras 
que la otra sólo se combina sin desintoxicar. Si se inmuniza con un 
formoltoxoide no tóxico, en el que parece destruido el soporte quí­
mico del efecto venenoso (véase pág. 244), se obtiene un suero inmune 
"antitóxico”, es decir, un anticuerpo que no sólo se liga al* toxoide y 
flocula con él, sino tjue suprime la toxicidad de la toxina nativa. Sin 
embargo, falta la contraprueba; no se ha conseguido aislar el grupo 
químico responsable del efecto tóxico separándolo de la molécula de 
la toxina, indudablemente mucho mayor, y por ello no puede saberse 
cómo se comportaría aislado frente a un suero antitóxico. Probable­
mente no reaccionaría con él, es decir, no perdería su acción tóxica 
al mezclarse con la "antitoxina” y carecería de efecto antigénico pro­
ductor. Esta opinión no ha podido demostrarse de modo experi-
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mental, pero existen puntos de apoyo para considerarla probable. Las 
observaciones de D. Antona y M. Valensin, de que en determinadas 
condiciones pueden obtenrse disoluciones de toxina tetánica de extra­
ordinaria toxicidad y de capacidad antigénica relativamente débil, pa 
recen hablar en (favor de que el soporte químico del efecto tóxico no 
es fundamental para 1a capacidad de inmunizar; en cambió, este so­
porte químico es necesario para producir el estado denominado de 
“hipersensibilidad para la toxina”, y la imposibilidad de transmitir 
pasivamente este estado demuestra que no se debe a la existencia de 
un determinado anticuerpo. Así se define, aunque todavía no con ras­
gos completamente acusados, la conclusión definitiva de que la antito­
xina no “desintoxica” ni “neutraliza”, sino que simplemente se com­
bina con su antígeno como los restantes anticuerpos.

Aun en nuestros días se hacen algunos intentos para determinar 
más exactamente la naturaleza de los grupos del anticuerpo que par­
ticipan en el efecto antitóxico. Se apoyan en la suposición previa de 
que las antitoxinas, como los restantes anticuerpos de los sueros in­
munes, son globulinas modificadas.

Es sabido que las seroglobulinas de especies extrañas son antíge- 
nos de elevada actividad capaces de producir en los organismos de 
los animales de sangre caliente (para esta finalidad se prestan particu­
larmente los conejos) anticuerpos precipitantes. Si se considera en 
lugar de una globulina normal una globulina inmune, la molécula de 
ésta reune ¡as condiciones para ejercer dos funciones: la de anticuerpo 
y la de antígeno proteico para especies extrañas. Puede plantearse el 
problema de si ambas funciones están localizadas en el mismo grupo 
o en grupos distintos de la globulina inmune. Según nuestros conoci­
mientos actuales acerca de los determinantes químicos de la especifi­
cidad antigénica y de la producción de los anticuerpos, apenas pode­
mos dudar de que debe existir una independencia material entre ambas 
funciones aunque coexistan en la misma molécula. Hasta ahora no 
ha sido posible confirmar experimentalmente este aserto; hay que 
tener en cuenta que tales investigaciones se efectuaron en un tiempo 
en que no se conocía con la misma seguridad que hoy el carácter pro­
teico de los anticuerpos.

M. Eisler fue el primero en señalar (1920) que la antitoxina 
diftérica de caballo floculaba, incluso después de haberse saturado 
con toxina diftérica, con un suero anticaballo de conejo. F. C. Smith 
y J. Marrack modificaron la sucesión en que se mezclan los compo­
nentes de la reacción, y demostraron que la antitoxina diftérica de 
caballo, después de haber sido precipitada por un suero anticaballo
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de conejo, seguía fijando la toxina. Estos experimentos fueron co­
rroborados por H. Eagle en 1936, coi^robando la exactitud de los 
resultados mediante animales testigo. .

Parece, pues, justificada la conclusión de que los grupos de la 
molécula de antitoxina que fijan la toxina son distintos de los grupos 
que reaccionan con la precipitina. Sin empego, todavía se ignora la 
naturaleza de uno y otro grupo, y la posición de ellos en ‘ 
de la globulina inmune, no habiéndose ganado mucho con 
blecido que difieren entre sí.

Por otra parte, los métodos empleados en los anteriores experi­
mentos no están libres de objeciones. Un suero antitóxico de caballo 
no sólo contiene la globulina inmune, cuya identificación con 
toxina parece indudable según el estado actual de nuestros conoci­
mientos, sino también otras seroproteínas que no poseen la propiedad 
de la antitoxina; el suero de caballo normal es a su vez una mezcla 
de antígenos que, al inmunizar los conejos, origina, o puede originar 
una mezcla de anticuerpos. Por consiguiente, si quiere obtenerse un 
“anti-anticuerpo”, deben inmunizarse los conejos con globulina inmu­
ne y no con un suero total que contenga anticuerpos. Esta exigencia 
puede llenarse de diversos modos, el más sencillo de ellos utilizando 
en lugar de globulina inmune pura precipitados de polisacáridos del 
neumococo específicos y el suero inmune correspondiente; en tales 
precipitados sólo existe la globulina inmune y no perturba el compo­
nente polisacárido, ya que no es antigénico para: el conejo [O. T. 
Avery y W. F. Goebel (1933)]. Para las reacciones in vitro también 
pueden utilizarse como antígenos globulinas inmunes aisladas por la 
disociación de sus precipitados específicos, o bien los precipitados mis­
mos o, por último, globulinas inmunes y normales aisladas de los 
sueros completos por electroforésis o mediante la ultracentrífuga.

Los autores americanos han emprendido una serie de tales invcs- 
t’gaciones, modificándolas de diversos modos. Su resultado más im­
portante es que los anticuerpos sólo poseen una función antigénica 
específica que está condicionada por su carácter de antígeno proteico 
con especificidad de especie, y que, por e! contrario, la función anti­
cuerpo no actúa como antígeno (H. P. Treffers y M. Heidelber- 
gEr). La acción antigénica de la globulina inmune es la misma cuando 
el anticuerpo es una aglutinina para los bacilos del tifus o de la dif-' 
teria, una antitoxina para la toxina diftérica o tetánica, una precipi­
tina para la ovalbúmina o el polisacárido de los neumococos', etcé,- 
téra, probablemente porque los grupos de la molécula de la globulina, 
responsables de estas acciones, carecen de función antigénica. En
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cambio se distinguen entre sf p 
caballo, conejo, gallina, etc.
tesis de P. Jordán que defiende el aumento autocatalítico de los anti­
cuerpos [F. Haurowitz, M. Vardar y P. Schwerin .(1942)].

Este estado de cosas no se modifica por el hecho de que la globu-' 
lina inmune de caballo pujaba diferenciarse por su función antigénica, 
en pruebas de precipitad c|í, de la globulina y aislada electro fonética­
mente de suero normal de caballo (H. P. Treffers, D. H. Moore 
y M. HeidelbergEr). Hay que tener en cuenta que la globulina in­
mune y de caballo posee un peso molecular de, aproximadamente, 
900.000 y la Y"gl°bulina normal de 150.000, de modo que la influen­
cia de la procedencia es sobrepasada por otro factor; probablemente 
la globulina inmune y, pesada, es un producto de polimerización de 
L globulina normal (6 X /150.00o), y esto modifica la especificidad 
dentro del campo de la especificidad de especie, del mismo modo que 
se distinguen como antígenos las globulinas y albúminas del mismo 
suero.

M. Macheboeuf, M. Viscontini y M. Raynaud han emprendi­
do investigaciones de otro tipo; se refieren a las aglutininas de las 
bacterias y no a las antitoxinas, pero pueden aplicarse a anticuerpos 
de otra denominación.

Macheboeuf y sus colaboradores han partido de las siguientes 
premisas: 1. Los anticuerpos son seroproteínas; y 2. Los anticuerpos 
son proteínas que poseen dos grupos con funciones 'fundamentalmente 
distintas, a saber: a) grupos amidas que constituyen los enlaces pep- 
tídicos de las cadenas; y b) diversos grupos ácidos (aminas, iminas, 
fenilalcoholes, etc.) que no participan en los enlaces recíprocos de los 
aminoácidos, por lo que cabe esperar que conserven en la molécula 
proteica la misma forma que en los aminoácidos aislados». Si los anti­
cuerpos no son más que globulinas, hay que buscar en uno de estos 
grupos el soporte químico de la función de anticuerpo. Los autores 
citados se descargan inmediatamente de la mitad de la tarea citada e 
investigan el papel de las funciones ácidas.

Para este fin aglutinaron bacilos paratíficos A por un antisuero 
de caballo, utilizando la mínima cantidad de éste necesaria para con­
seguir una aglutinación completa. Centrifugaron las bacterias agluti­
nadas, las lavaron con agua destilada y las abandonaron con un exceso 
de mezclas de aminoácidos o con un aminoácido puro durante veinti­
cuatro horas a 37o. Las aglutininas se mantuvieron ligadas a las bac­
terias, sin que pudieran disociarse de ellas por la acción de amino­
ácidos en gran cantidad. Los autores deducen de este experimento,



Las reacciones antígcno-anticuerpo “m vitro"252

■ 1

1 i

k
I

I
I
i!I
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debe hablarse de reacciones * específicas”. Landstelner define la especificidad 
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on a variety 
oí related substraía”. La elevada especificidad de los anticuerpos inmunes re­
presentaría sólo un caso extremo condicionado, porque el anticuerpo está adap­
tado a una sustancia a la que debe su formación. Teóricamente parece justifi­
cado concebir de este modo amplio el concepto de especificidad; pero no es 
adecuado para conseguir una comprensión de las relaciones selectivas. Esto 
se manifiesta claramente en las hemaglutininas vegetales. No puede precisarse 
el motivo por qué estas sustancias aglutinen determinados eritrocitos y, en 
cambio, no aglutinen otros, aunque este fenómeno se estudió ya en los últimos 
años del siglo xix (R. Kobert (1893)].

(1944); véase luego], no 
de hámster, dando resultado negativo con

aglutinan fuertemente los hematíes de conejo, pero no los de pa­
loma (1).
' Por otra parte, no sólo el virus de la gripe aglutina los eritrocitos, 
ya que se observan resultados positivos al efectuar la prueba de Hirst 
con el virus de la vacuna (F. P. O. Nagler), el virus de la gripe del 
cerdo (N. P. Kutson, M. Siegel y F. Markhan), el virus de la 
enfermedad de Newcastle [F. M. Burnet (1942)], el de la parotitis 
epidémica [J. H. Levens y J. F. Enders (1945)], el virus de la peste 
de las gallinas (D. Lush) y el de la neumonía del ratón [K. C. Mills 
y A. R. Dochez (1944, 1945), E. C. Curnen y F. L. Horsfall 
(Wó)].

Los hematíes aglutinables y no aglutinables por los diversos virus 
mencionados no coinciden con los que se aglutinan y no se aglutinan 
por el virus de la gripe. En general hay que contentarse con decir 
que todos los virus mencionados dan reacción positiva con los hema­
tíes de gallina; este ensayo resulta suficiente para determinados fines 
prácticos; por ejemplo, para la demostración de la existencia de un 
virus, activo o inactivo, en un substrato dado, o para la obtención de 
sustancias vacunantes. El virus de la gripe, por ejemplo, puede puri­
ficarse y concentrarse por adsorción en hematíes de gallina y eluciÓK 
subsiguiente, y los preparados obtenidos de este modo ofrecen ven­
tajas con respecto al virus crudo en su aplicación para la inmuniza­
ción profiláctica [W. F. FriEdewald (1944), G. K. Hirst, E. R. 
Richard y W. F. Friedewald (1944)]. El virus de la neumonía 
del ratón, que sólo resulta activo en forma de extractos de tejidos 
calentados de los ratones infectados [K. C. Mills y A. R. Dochez 

aglutina más que los hematíes de ratón y 
1os de rata del algodón, 

cobayo, perro, oveja, gallina y hombre [E. C. Curnen y F. L.
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!TABLA 18.

Gripe A
Vacuna. •

«Melboume.»«w. s.> «Swine»«Leo

+++

=fe —

++

I

I

Procedencia 
de 

loa hematíes.

4- + + 
4-4-

4-4-4- ++ 
4-4-4- 
+4-4

Hombre 
Oveja.. . 
Vaca . . . 
Cerdo . . 
Caballo ■ 
Gato.. . . 
Hurón. . 
Conejo. 
Cobayo. 
Ratón . . 
Gallina , 
Pato... . 
Rana .. .

44 44 ++ 44 444 4—F 444

44 44 44 4*4 444H—F4 4+ + + +

++++ +44 +++ +++++ +++

4—F +++

++
4 +tr

+++ +++ 4+4 +++4 4-
44 -¡—F 444
444 ++ +4- + ++ +

+ ±— + +

Viras 
de 

Newcaitle.

íi
Se observa: 1), que las estirpes de virus de la gripe difieren entre 

sí; y no solamente las de tipo B de las de tipo A, sino que tampoco 
se comportan de modo idéntico las estirpes seleccionadas del tipo A; 
2), que el virus de Newcastle difiere de las estirpes de virus de la 
gripe; 3), que todas las estirpes consideradas en la tabla aglutinan los 
hematíes de gallina, aunque esta reacción no es constante en el virus 
de la vacuna. Según las investigaciones de Clark y de Nagler, no 
se aglutinan intensamente por este virus sino los hematíes del 50 por 
100 de las gallinas, sin que jueguen ningún papel la edad, el sexo y 
la raza. Los eritrocitos de embrión de pollo, que son extraordinaria­
mente sensibles para el virus de la gripe, no suelen sufrir la influencia 
del virus de la vacuna. Parece ser que la capacidad de ser aglutinados 
por este virus no se manifiesta sino al cabo de dos a cuatro semanas 
después de haber salido los pollos del cascarón, aunque esto no pueda 
afirmarse con seguridad por la posible influencia de factores here­
ditarios.

El fenómeno de Hirst, por consiguiente, no es “específico” para

n
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Horsfall (1946)]. Este ejemplo enseña que cada virus es capaz de 
aglutinar una determinada serie de hematíes aglutinables, lo que tam­
bién se observa con' las hemaglutininas vegetales. En este sentido 
emprendieron investigaciones muy instructivas E. Clark y F. P. O. 
Nagler (1943), cuyos resultados se reproducen algo resumidos en 
la tabla 18.

I • v ■ p.

Aglutinaciones de eritrocitos, de diversas procedencias por algunos virus.

Gripe B



Las reacciones pntígeno-anticuerf>o “in vitro”*54
■

I

!

I

él virus de la gripe ni para los eritrocitos de gallina. En los primeros 
experimentos se observó que el virus de la gripe aglutina los hema­
tíes nucleados de gallina y de embriones de pollo, y posteriormente 
se pudo apreciar que también aglutina los eritrocitos nucleados de 
aves e incluso los de animales de sangre fría; parece, pues, que este 
fenómeno ofrece un camino apropiado para determinar exactamente 
la sustancia de los eritrocitos responsable de 1a fijación reversible del 
virus. A. S. Parodi, S. Lajmanovich y N. Mittelman obtuvieron 
con este propósito, a partir de eritrocitos de gallina tratados por 
saponinas (según un método de A. L. DouncE y Tien Ho Lan), sus­
pensiones de núcleos prácticamente exentos de estroma, pudiendo 
comprobar que los núcleos se comportan en las pruebas de adsorción 
seguida de elución exactamente como los eritrocitos intactos de ga­
llina. Pero con ello no se consigue un avance importante, ya que tam­
bién presentan el fenómeno de Hirst algunos eritrocitos sin núcleo. 
Por el mismo motivo tampoco posee validez general la demostración 
de que en los núcleos de los eritrocitos de gallina existen historias y 
protaminas fuertemente aglutinantes (S. Lajmanovich y N. MittEL- 
man). Hay que tener en cuenta que no se trata de aclarar el fenómeno- 
de la aglutinación de los eritrocitos, sino el de la aglutinación por la 
adsorción de diversos virus.

G. K. Hirst (1942) consiguió, por el contrario, establecer el im­
portante hecho experimental de que los. estroinas de los eritrocitos 
oe gallina fijan el virus de la gripe y pueden cederlo de nuevo, y 
que las curvas de adsorción obtenidas oon los estromas coinciden con 
las obtenidas con los eritrocitos completos; la única diferencia que se 
observa es que la cantidad de sustancia necesaria para una buena 
adsorción resulta mucho más alta con los estromas que cuando se 
utiliza la célula intacta. La sustancia contenida en los estromas es,, 
hasta cierto grado, termoestable, ya que soporta una calefacción de 
media hora a 35o y una calefacción de cinco minutos a 100o; única­
mente que en el segundo caso la elución se retrasa considerablemente 
con respecto a los estromas no calentados. Fundándose en esta resis­
tencia para las temperaturas elevadas considera Hirst poco probable 
que 1a sustancia adsorbente sea una proteína. En cambio, la “hema- 
glutinina de la gripe” pierde su actividad al ser tratada por agentes 
que desnaturalizan las proteínas (calefacción, formol), por lo que 
parece justificado atribuirle naturaleza proteica. Hirst no se atreve 
a afirmar que esta “aglutinina” sea idéntica al’ virus de la gripe; en 
primer lugar, porque no es posible inactivar la aglutinina sin perder 
simultáneamente la capacidad de infección del virus; según investí-
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gaciones posteriores de M. A. Lauffer y G. L. Miller (véase lue­
go), no queda ninguna duda de que el virus mismo como tal, tanto en 
estado infeccioso como no siéndolo, es el que se fija a los eritrocitos 
y provoca su floculación. En todo caso, se trata de un proceso notable 
si se tiene en cuenta que los elementos del virus de la gripe, según 
medidas de M. A. Lauffer y W. M. Stanley, poseen un diámetro- 
de unos 100 mp. Hirst propone, como explicación más sencilla, la 
hipótesis de que las partículas aglutinantes poseen dos o tres valencias,, 
a las que corresponden, por parte de los eritrocitos, receptores múl­
tiples ; de este modo se produciría una red de flóculos de células. Esta 
hipótesis no es sino una aplicación de la teoría reticular que carece 
de pruebas precisas; la circunstancia de que la inaglutinabilidad de 
las células resulta proporcional a la cantidad de virus adsorbida no- 
puede considerarse como demostración de la .'formación de una “red 
célula-virus”.

La representación de la estructura interior de los agregados celu 
lares y la de fuerzas que los conservan durante algún tiempo poseen* 
v.na significación secundaria. En el fondo del problema se encuentra 
el hecho de que el enlace de los virus a los hematíes se produce, a 
temperatura adecuada, rápidamente, lo que parece indicar que existe 
una fuerte afinidad entre los componentes de la reacción, a pesar de 
que el complejo producido se desdobla pronto de nuevo y de modo- 
espontáneo; en segundo lugar, el virus disociado conserva su capaci­
dad aglutinante, mientras que las células que han cedido el virus- 
resultan ya inaglutinables, es decir, incapaces de fijar de nuevo el 
virus. Siguiendo la terminología serológica pudiera definirse 1a mo­
dificación que sufren los eritrocitos, como la destrucción de los recep­
tores de las células [véase G. K. Hirst (1942 b, pág. 207)], con lo­
que de hecho no se dice nada nuevo. Quizás conviniera proyectar 
otra serie de experimentos con el fin de observar, por ejemplo, si 
los eritrocitos inaglutinables por la adsorción del virus de la gripe pue­
den aglutinarse por otros virus o por las aglutininas inmunes (anti­
suero) ; de este modo podría averiguarse si estas aglutinaciones son 
anál'ogas a las funciones antigénicas específicas de especie o si se ase­
mejan al efecto del tanino. Al autor de este libro no han llegada 
noticias de que se hayan efectuado experimentos así orientados.

No sólo Hirst, sino también otros autores utilizan en sus expe­
rimentos cultivos de virus desarrollados en el líquido alantoideo del 
embrión de pollo. Con respecto a esto ofrece interés el aislamiento 
por centrifugación efectuado por C. A. Knight (1944) en el líquido; 
alantoideo normal de un producto macromolecular en las cantidades-



□56 Las reacciones antigeno-anticuerpo uin vitro"

V

l

!

L¡
Ib

■ 

l'J

óptimas de 0,02 mg./ml. (en el día catorce de la incubación). Este 
producto consta de una proteína, una fracción lipoidea y otra de 
hidrato de carbono; posee, por consiguiente, una composición aná­
loga al virus de la gripe purificado. Se comporta como antígeno y 
suministra al inmunizar un antisuero que no sólo reacciona serológi- 
camente con él mismo, sino también con los virus A y B de la gripe 
(obtenidos del líquido alantoideo); el antisuero impide concretamente 
la aglutinación de los eritrocitos por el virus A o B, pero no posee 
efecto neutralizante. El virus de la gripe se distingue de la sustancia 
del líquido alantoideo normal por su capacidad de infectar, por su 
efecto aglutinante sobre los hematíes y por sus propiedades físicas; 
el virus posee otro punto isoeléctrico, y sus elementos (según deter­
minaciones en el microscopio electrónica) poseen un diámetro de 
115 mp ±15 por ico (M. A. Lauffer y W. M. Stanley), mientras 
que la partícula de la sustancia normal posee un diámetro de única­
mente 40 mp (C. A. Knigth). No resulta clara la relación que pueda 
tener este descubrimiento de C. A. Knight con el fenómeno de G. K. 
Hirst; únicamente debe mencionarse que G. L. MillER, M. A. 
Lauffer y W. M. Stanley han podido desdoblar, por electroforesis,. 
los preparados crudos de las estirpes de la gripe PR 8 en dos compo­
nentes: el primero (80-90 por 100) resultó ser el virus activo, y el 
otro (10-20 por 100), una impureza que parecía idéntica al líquido 
alantoideo normal de Knight, o al menos muy semejante. En todo 
caso, en un substrato homogéneo para el examen óptico (según las 
dimensiones) y electroforético, cuya partícula elemental posee un 
diámetro aproximado de 100 mp, parecen radicar las tres propiedades 
fundamentales siguientes: la capacidad de infectar el embrión de ga­
llina, la capacidad de infectar el ratón blanco y 1a acción aglutinante 
s°bre los hematíes (M. A. Lauffer y G. L. Muller). En reacción 
acida se destruye más rápidamente que en medio alcalino 1a capa­
cidad de infectar y de aglutinar (G. L. Muller). Hirst (1942 b) 
mismo observó que en condiciones convenientes puede suprimirse o 
reducirse la capacidad de infectar, conservando, no obstante, la acti­
vidad aglutinante (G. L. Muller).

Con los datos de C. A. Knight tal vez pueda relacionarse la obser­
vación efectuada por E. W. Shrigley (1945) de que determinadas estir­
pes de Staphylococcus aureus se aglutinan si se mezclan sus cultivos 
en caldo con líquido alantoideo normal o infectado por el virus de 
la gripe. De modo análogo se comportan los filtrados por bujías 
Berkefeld de papillas de pulmón de ratón normal o infectado por el 
virus de la gripe. Con otras bacterias no ha podido conseguirse
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aglutinación; por el contrario, los estafilococos sensibles también se 
agruman por e! calor después de muertos.

Un lugar especial corresponde en muchos sentidos a la hemaglu- 
tinación por el virus de la neumonía del ratón, descubierta por K. C. 
Mills y A. R. Dochez (1944) y estudiada con más detalle por estos 
autores [Mills y Dochez (1945)] y por E. C. Curnen y F. L. 
Horfall (1946). Este virus no aglutina, como se mencionó en la 
página 252, sino 1os hematíes de ratón y de hámster; pero en los 
pulmones infectados de los animales de estas especies se encuentra 
en (forma inactiva, y para transformarlo en la activa hay que calentar 
a una temperatura relativamente alta (70-80°) las suspensiones obte­
nidas desmenuzando los órganos. La inactividad de las suspensiones 
de pulmones en estado nativo (no calentadas) se explica suponiendo 
que en ellas el virus no se encuentra libre, sino combinado en forma 
estable con una sustancia que existe en el tejido pulmonar de estas 
especies animales receptoras del germen; este enlace se conserva al 
desmenuzar el tejido pulmonar. Al calentar se destruye dicha sustan­
cia y el virus pierde su capacidad de infectar, pero conserva sus pro­
piedades inmunológicas, en particular su afinidad con la sustancia de 
la que acaba de disociarse. Se supone que esta sustancia también existe 
en los hematíes de las especies susceptibles de infección (ratón, 
hámster), lo que explicaría el mecanismo de la hemaglutinación. 
Según las investigaciones de Curnen y Horsfall, no puede dudarse 
de que la sustancia que actúa aglutinando es el elemento del virus 
mismo. Según esta hipótesis cabría esperar que las partículas elemen­
tales del complejo inactivo aislado de la papilla de los pulmones in­
fectados han de ser mayores que los elementos del virus libre y activo 
obtenido por destrucción del complejo, es decir, por destrucción dé 
la sustancia tisular combinada al virus. Se ha confirmado esta supo­
sición; en efecto, las partículas del extracto sin calentar, de tamaño 
desigual, poseen un diámetro que oscila entre roo y 150 mp [F. L. 
Horsfall y R. G. Hahn (1940)] ; en cambio, los elementos del virus 
libre resultan de tamaño homogéneo y su diámetro es solamente de 
30 mp (Curnen y Horsfall).

La consecuencia inmediata del descubrimiento de Hirst fué la 
suposición de que todas las especies de virus poseían efecto hemaglu- 
tinante, y esta propiedad pensó utilizarse como criterio para carac­
terizar, sin excepción, a todas las especies de virus; pero del mismo 
modo que, como antes se dijo, el efecto aglutinante de cada virus sé 
limita a los hematíes de determinadas especies, tampoco se puede 
hablar de una correspondencia biológico-específica; se puede a lo más

17
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considerar esto como un fenómeno condicionado de modo físico o 
físico-químico. Pero también en este sentido se carece hasta la fecha 
de puntos de vista generales ; ante todo, porque hasta ahora no se 
ha trabajado sino con virus patógenos para especies animales, pero no 
con virus patógenos de plantas, muy semejantes a los primeros en su 
comportamiento físico. Por último, las rickettsias también actúan 
como aglutinantes e incluso, según ha podido observar L. Rosenthal 
(1943), ciertas bacterias (determinadas estirpes de Escherichia coli) 
agruman también los hematíes y otras células de origen vegetal y 
animal. La hemaglutinación por el Escherichia coli se asemeja en 
algunas particularidades notables a la que provoca el virus de la gripe: 
se produce inmediatamente que se mezclan en un portaobjetos los 
hematíes con las bacterias cultivadas en agar; estas bacterias también 
aglutinan los estromas; y asimismo, la sustancia aglutinable resiste 
los agentes que desnaturalizan las proteínas. Según los datos de 
Rosenthal, debe deducirse que lo que actúa es el soma bacteriano 
como tal y no sustancias cedidas por él, ya que carecen absolutamente 
de afecto los filtrados de cultivos en caldo jóvenes O viejos; se re­
cuerda que del mismo modo también resulta imposible separar la 
sustancia hemaglutinante del virus de la gripe de los elementos mismos 
del virus. Rosenthal supone que la acción del Escherichia coli sobre 
distintas células recuerda extraordinariamente a la de las aglutininas 
vegetales, semejanza que también se extiende a la carencia de espe­
cificidad (véase antes). En todo caso hay que proseguir y ampliar 
estas investigaciones de Rosenthal, que rio sólo resultan interesantes 
eri su posible relación con el mecanismo del fenómeno de Hirst, sino 
también con respecto a otras cuestiones inmunológicas (teoría reticu 
lar de la aglutinación).

El descubrimiento de G. K. Hirst, como expresa su mismo autor 
[Hirst (1941)], se debe a una casualidad, ya que observó por primera 
vez 1a aglutinación una vez que al abrir huevos de gallina infectados 
con el virus de la gripe se lesionó el mayor vaso sanguíneo del em 
brión. En muchos casos, sucesos fortuitos de este tipo dan ocasión a 
valiosas observaciones, cuya interpretación teórica se consigue con 
.mayor o menor dificultad a la luz de los sistemas en curso; en otros 
casos ofrecen un punto de partida para nuevas concepciones^ • de lo 
que en la investigación en inmunidad se encuentran varios ejemplos; 
lo que resulte del descubrimiento de' Hirst nos 1o dirán ¡ulteriores 
investigaciones.!» oíoslo h .oiib 5? eyíns' ornoo ,9üp obont
«.[ ¿re cz ,? i: qe MbenifmMob eof n
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— lipoides, 147, 150. ‘
—• mecanismo de la, 146;
— sales de metales pesados, 149.

Azoproteínas, grupos no polares del com­
ponente azoico, 161, 162.

— componente proteico, 142, 151, 155.
------- carga con el componente azoico, 

144. 153.
------- exclusión del, 142, 156, 158.
— máximo de copulación, 144-
— desencadenamiento del choque

157-
— mínimo de copulación. 154. 219-
— péptidos como determinantes en las, 

126, 168.
— resultados de la investigación 

172 y ss.
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34, (

34.

I
iso-

1'20,

102.

104. I

!

I

I
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I

Concurrencia de los antígenos, m, 16o.
— de los determinantes, iuj, 117, 136, 

159, 16a.
Contra-antígenos del Loiseleur, 11 a 13.
— especificidad, 12.

Cristalino (antígenos del), 1116 y ss., 123, 
124.

— componente lipoideo, 116.
— contenido de cisteína, 123.
— especificidad, in6, 123.

------- especificidades particulares y es­
pecificidad de especie, 110, 112, 113.

------- influencia del calor, 114.

Electroforesis, 24. - --
— de proteínas envejecidas, 34.
— de sueros inmunes, 30.

Electroforesis, de sueros antibacteria- 
nos, 30, 31.

------- antitóxicos, 32.
— — calentados, 35. •
------- digeridos, 34.
------- fotooxidados, 37.
------- irradiados, 38.
— de sueros normales, 24, 44.
— de sueros de diversas enfermedades, 

43 Y ss.
Electrolitos en las reacciones de flocu- 

lación, 234 a 237.
Enfermedad del suero pasiva inversa, 50.
Enzimas, función antigénica, 239.
— neutralización por anticuerpos, 239.
Especificidad química, 118 y 119.
— artificial, 133.
— — por sustitución, 133, 137.
------------máximo de copulación, 144.
------------mínimo de copulación, 154, 219.
------- por combinación (véase combina­

ción, inmunización de).
— natural, 121, 132.
— inmunológica, 99 y ss.
— de la hemoglobina, 125, 130.
— en la hiperinmunización, 33, 55, 103.

118, 119, 170. 182.
— de las proteínas, específicas de órga­

no, 118.
------- de la propia especie, 115 y ss.
------------diferenciación, 114 y ss.
------- del propio organismo (véase 

precipitinas).
—• — vegetales, 121.
------- de la seroproteína, iot.
------- especificidad de especie, 100,

134. ■
------------de especies emparentadas, 
---------------- diferenciación, 102.
---------------- inmunización cruzada,

i°S-
— — especificidades de orden más alto, 

107.
------------especificidad de mamífero, 109.

1*14.

Danysz, fenómeno de, 242.
Demolición de los anticuerpos, 52.
— administrados pasivamente, 51, 68.
— producidos por vía activa, 67.
Desesperación de los anticuerpos, 

57. 92.
— por digestión, 34, 57, 93, 94.
— por luz ultravioleta, 38.
— comportamiento electroforético, 

92.
— forma de la molécula, 95.
— peso de la molécula, 95.

Determinantes inmunoquímicos, 99, 122, 
126, 158.

— acción de campo, 78, 167, 173.
— actividad de los, 172, 173. . - ..
— apolares, 161, 173. 175.
— cadenas laterales alifáticas, 163.
— grupos carbonilos y, 162.
— isomerías de los (véase isomerías).
— múltiples, 122, 158.
------- concurrencia de los, 103, 113/-U7>

136, 159. 162c . _ .
— tamaño máximo, 128.
— tamaño mínimo, 126, 127.

Dipéptidos, 126.

Disimetría, de la molécula proteica, 75» 
82, 85, 128.

— de la antitoxina diftérica, 95- '
— de la seroalbúmina equina, 86.
— de la seroglobulina de conejo, 86.
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Fibrinógeno, especificidad, no.

Fibroblastos, producción de seroproteí- 
nas, 63.

Fibroína de la seda, 127.
— determinantes de, 127.

■

• I
i

Haptenos, 22, 128.
— activación, 1'45.
------- por adsorción, 146.
------- por antígenos proteicos, 145.
— por copulación, 134.
— especificidad de especie, 129.
Hemaglutininas, antitoxina diftérica y, *I3«
— virus y (véase virus).
Hemocianinas, 22, 75, 77, 129.
— peso molecular, 129.
— precipitados, 129.
— unidades subordinadas, 77, 127.
— zonas de fijación, 129.
Hemoglobina, 125.
— actividad antigénica, 130.
— aminoácidos, 125.
— contenido de cisterna en, 126.
— contenido de S en, 126.
— especificidad de especie, 126, 130- 
 de especies próximas, 125.

Hepatitis epidémica, anticuerpos, 55- 
Hidrógeno (enlaces de), 76, 177. 
Hiperglóbulinemia, 40, 41, 45.
— hipoalbuminemia y, 40.
Hiperinmunización, 33, 55, 103, 118, 119» 

170, 182.

Hiperproteinemia, 40, 46, 47-

Histidina, 132, 134, 151, 154- ’ '
Histonas, 143.
— diazotación, 143.
— función antigénica latente, 143.
— peso molecular, 143. 
Horror autotoxicus, 115.

Espumación, 89.
— de la ovalbúmina, 89.
— de la seroproteína, 8p.
— del virus de Lapine, 89.
—■ del virus de la peste aviar, 89.
Esterinas, inmunización de combinación, 

147, 149, 150.
Euglobulinas, 23, 24, 65, 72.
Extinción, fenómeno de la, 57.

Gelatina, 130, 143.
— aminoácidos en, 143.
— función antigénica, 130, 143, 145-
— productos de copulación antigénicos, 

143, 156.
Globoglucoide, 111.

y-globulina, aminoácidos de la, 46.
— concentrados de, 30, 54.
Glucósidos, especificidad de, 166, 167-

l 11

Flagelos (de las bacterias), 92, 212.
— aglutininas de los, 92.
------- resistencia al calor, 92.
------- resistencia a la digestión, 92.
— fijación de anticuerpos a, 212, 213.

Floculación (reacciones de), véase tam­
bién precipitinas (reacciones de), 191.

— aspecto exterior, 193, 197.
------- transformación del, 193.
— las dos fases de la, 234.
— papel de los electrolitos, 234 a 236.
— número mínimo de partículas, 194,

197-
-----— superficie total con el, 194, 197.
— tamaño de la partícula, 193, 194 y ss.
— de virus, 214, 229.

Formoltoxoides, 243.

Forssman (antígeno de), .145.
— estructura química, .145.
— forma hapténica, 145.
------- activación, 145, 146.
------------por adsorbentes, 146.
------- - — por antígenos. proteicos, 146.

Fosfátidos, inmunización de combina­
ción, 147, 149, I5O-

Fotooxidación de antisueros, 37.
— antitóxicos, 3®-
—• capacidad de floculacion, 37-



i,
i

&7Indice alfabético de materias

Indice de amino, 123.

I

Nitroproteínas, 134, 137, 140, 141..
i

o
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I

Inhibición (reacción de), 127, 139, 153, 
157, 158, 166.

■)

¡

I

Latencia (período de), formación de an­
ticuerpos, 4.

Lecitina, inmunización de combinación, 
¥7-

Leucosis de las gallinas, 33, 34, 45-
— globulina L, 34-

Linfocitos, producción de anticuerpos, 
47, 62.

Parentesco (reacciones de), 121 y ss., 177 
y ss.

i 
í

Ovalbúminas, electroforesis, 34.
— contra-antígenos, 11, r2, 13;
— isoprecipctinas, 118.
—• moléculas, zonas de fijación, 129.
— películas, 86, 89.
— peso molecular, 129.
— racemizadas, 143, 144.-
------- copulación con atoxilo, 144.

Metálicas (sales), inmunización por, 150. 

Metanílico (ácido), anticuerpos, 179, 180. 

MJieloma (plasmocitoma), 45, 48.
— aumento de globulinas en, 45. 48.
------- lugar de producción, 47.
Molécula de anticuerpo, configuración, 

95, 128, 176, 177, 213-
— peso. 38, 86, 95, 242.
— relaciones de posición respecto a las 

moléculas de antígeno, 219.
— superficie del antígeno y, 209, 213, 214, 

215, 217.

Mosaico del tabaco (virus del), 213, 229.
— flocula.ción por anticuerpos. 213, 214, 

229.
------- disposición de los anticuerpos, 214.

Lipoides, 147.
— en las reacciones de floculación, 91, 

149, I5O-
—. función antigénica, 148, 149, T5O-
— en la inmunización de combinación 

(véase ésta).

Inhibición (zona de), 221.
— en la aglutinación bacteriana, 222.
— en el exceso de anticuerpos, 210.
— en el exceso de antígeno, 222.

Inmunes (globulinas), 23, 31, 42.
— como antígenos, 72, 247.
— desesperación (véase ésta).
— electroforesis, 31.
---------Y“g^°^u^nas, 31-
— — — heterogeneidad, 25.
------- variante L, 34, 45, 46.
--------variante T, 32, 44, 46.
— formación, en el sistema reticuloen- 

dotelial, 60 y ss.
--------en los linfocitos, 47, 62.
— en el metabolismo, 63 y ss.
— molécula, forma, 82, 83, 84, 85, 213.
------- peso, 38, 86.
------------ de tipo caballo, 38.
-------------de tipo conejo, 39.
-------------desviaciones, 39.
— y normales, 23, 24, 31, 70 a 73, 249-
— pesadas, 38, 39.
------- desdoblamiento, 56.
— síntesis, 63 y ss., 78, 79.

Inmunes (sueros), 1.
— desnaturalización, 34 a 38. r.. . ■
------- reversibilidad, 88.
— desespeciación, 34, 57, 93 a 97. .

--------ventajas terapéuticas, 97.

Isomerías, como determinantes, 162 y ss.
— de posición, 162, . .
-•=— esteroisomerías, 165.

Isopreoipitinas, 117, 118.
— caseína, 118.
— cristalino, rió, 117.
— extracto de testículo; 118.
— ovalbúmina, n8.
— tireoglobulina, n8, 1.19.

Isósteras (combinaciones), 167.

Isótopos, como medio de marcar, 69.
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Queratina, 124, 125.
— aminoácidos, 124-
— especificidad de especie, 124.

Reacciones cruzadas, 56.
Reaginas, alérgicas, 2. 
------- carácter de -globulinas, 39-

íi

Películas monomoleculares, 84 y ss.
— de anticuerpos, 86, 129, 215 y ss.
— — espesor de, 215 y ss.
------- fijación de antígeno, 87, 96.
------- superficies de antígenos y, 237.
— de antígenos, 86, 87.
------- fijación de anticuerpos, 86.
------- de varias capas, 86 a 87.
------------acción a distancia, 87.
------------fijación de anticuerpos, 87.
— comportamiento de los grupos pola­

res, 85.
— espesor, 86, 87.
— de fermentos, 89.
— de proteínas, 85.
-------desplegamiento de esferoproteínas, 

85, 88.
----------- reversibilidad, 89.
— de toxinas y antitoxinas, 96.

Péptidos, determinantes de los, 168 a 170 
182.

— especificidad, 168, 182.

Persistencia de los anticuerpos, 52.
— en anafilaxia, 52.
— en la fiebre amarilla, 53.
— en el sarampión, 52.
— mecanismo de la, 52 y ss., 56.
— en la enfermedad de We:l, 54.

Plasmaferesis, 7, 47, 69.

Plasma (proteínas del), desesperación, 38.
— fraccionamiento, '23, 28 y ss.
— lugar de la formación, 47, 64.
— metabolismo -proteico y, 7, 46, 49, 

64, 68.
— producción por fibroblastos, 63.
— proteínas tisulares y, 7, 69.

Polaridad, 173.
— de los determinantes, 173, 174.

Polipéptidos, cadenas de, 74, 90, 126.
— ordenación en proteínas, 75, 76.
— plegamientos en la molécula proteica 

(forma ovillada), 10, 76, 82.
------- desplegamiento, 10, 11, 82.
—. — estabilización, 75, 76.
— poder rotatorio, 75-

Polisacáridos bacterianos, 10, 22, 68, 86,. 
88, 91, 131 y ss., 181, 191, 202, 248.

Precipitinas (reacción de), [véase tam­
bién floculación (reacciones de)], 22,, 
100, 190.

— aglutinación y, 191 a 193.
— análisis de los productos de flocula­

ción, 22, 23, 198.
— bacterianas, 192.
— equivalencia (zona de), 198, 211.
— exaltación de la especificidad, por di­

lución del antisuero, 104.
------- por exclusión de las precipitinas. 

secundarias, 104.
— formulación matemática, 211.
— masa de precipitado, 200.
------- composición molecular, 202.
------- contenido de N, 198.
------- crecimiento, 225.
-------- estructura (teoría reticular), 223,. 

227.
------- proporción anticuerpo: antígeno,. 

202.
— proporción óptima de floculación, 199,. 

•204 y ss.
------- de los tipos H y R, 205.
------- en los métodos a y 0, 199. 204.

Proteínas naturales, especificidad, 121.. 
131, 132.

— espectro de aminoácidos, 123 a 125.
— función antigénica, 82.
— índice de amino, 123.
— molécula, 6, 85, 128.
------- disimetría, 85, 128.
------- esférica, II, 75-
------- estructura, 74 y ss., 90.
------------periodicidad, 129.
— ------- unidades subordinadas, 77, 127..
------- filamentosa, II, 75.
— vegetales, 121.



289Indice alfabético de materias

!

í

Sangría, nivel de anticuerpos en la, 6 a 8.

Xantoproteínas, 137.

19

Secundarias (precipitinas), 104 y ss.
— eliminación, 106 .

X (virus), 229.
— precipitación, 229..

Tartáricos (ácidos), isómeros, 165.
Testículo (extracto de) de la propia es­

pecie, 118.
Tireoglobulina. «118, 119.
Tirosina, 132, >134, 151, 154-
Toxina-antitoxina (flóculos de), 244.
— carencia de toxicidad, 246.
— disociación, 245.

Seroproteínas, número de componentes, 
24 y ss., lio, ni.

Shigella paradysenteriae, 181.
— análisis de antígeno, 181.

Yodo (especificidad de), experimental, 
>37-

------- fundamentos químicos, 137. I3S» 
139, 140.

Reaginas sifilíticas, 39.
------- peso molecular, 39.
— transmisión pasiva, 50.

Recubrimiento (hipótesis del), 238, 240, 
. 242.

Reticular (teoría), 223, 227, 235.
Reticuloendotelial (sistema), producción 

de anticuerpos, 9, 60 y ss.

Virus, desdoblamiento reversible, 128.
— especificidad, '255 y ss. •
— formas, 76, 77.
— hemaglutinación, 250 y ss.
— tipos de floculación, 229.

Scroglobulinas normales, 24 y ss.
— aumento y disminución de albúminas, 

41, 4^.
— contenido de lipoides, 47.
— electroforesis, 24.
— estructura química, 74.
— número, 24, 27.
— peso molecular, 73.
—• propiedades, 26.
— salado, 23.
Seroglucoide, 111.
Seromucoide, no, ni.
Seroproteínas [véase también plasma 

(proteínas de1)J, 24.
— lugar de formación, 47, 48.
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