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Constant i ip b the i of the
non-specific IgG response against ox red blood cells
and the specific one against sheep red blood cells

We have studied in this paper the non-specific secondary
response to ox erythrocytes compared to the specific one to
sheep erythrocytes.

Groups of swiss mice were inoculated on day 0, and
boosted on day 30, with various doses (5 x 108 2.5 x 10,
1 x 10% 0.25 x 10° and 0.25 x 10%) of sheep erythrocytes;
other groups of mice were inoculated in parallel with the
same doses of sheep erythrocytes but these mice received,
immediately after the booster, 10 ug of LPS in order to
achieve, due to the sinergistic effect, a more intense secon-
dary response.

Both responses were measured by the plaque-forming cell
technique; sheep erythrocytes were used for the specific
response and ox erythrocytes for the non-specific one.

The resuits show that the non-specific 1gG secondary res-
ponse (against ox red cells) is always lower than the speci-
fic one (against sheep red cells) and always proportional to
the specific one, the non-specific response being from
11.5% to 17.6 % of the specific one.

This constant relationship suggest the occurrence of a
population of clones that recognizes both epitopes with dif-
ferent affinities, the affinity difference being constant.

En el presente trabajo hemos estudiado la respuesta se-
cundaria no especifica a los hematies de buey en relacién
con la respuesta secundaria especifica, a los hematfes de
cordero.

Grupos de ratones Swiss se han inoculado el dia 0 y el
dia 30 con distintas dosis de hematies de cordero (5x 10%,
2,5x 105, 1x 108, 0,25 x 10, 0,025x 10%) y paralelamente
se inocularon otros grupos de ratones con estas mismas do-
sis de hematies de cordero; inmediatamente después de la
dosis secundaria se les administré 10 pug de LPS a fin de
inducir un mayor espectro de produccién de anticuerpos en
la respuesta secundaria (debido al efecto sinergistico).

Ambas respuestas se han valorado en células formadoras
de placas por millén, frente a hematies de cordero la especi-
fica y a hematies de buey la inespecifica.

Los resultados indican que existe una respuesta secunda-
ria en IgG inespecifica (hematies de buey) inferior siempre
a la especifica (hematies de cordero) y que guarda una pro-
de Ia respuesta es-
pecmca oscilando de un 11 5 a un 17,6 %. Se sugiere que
esta constancia en la relacién va en favor de la existencia
de una poblacién de clonas polifuncionales, con la misma
diferencia de afinidad para uno y otro epitopo.

INTRODUCCION

Se ha sefialado varias veces la polifuncionalidad de
las regiones anticuerpo que se combinan con el anti-
geno, sugiriendo los resultados de diversos autores
(Haimovich y Du Pasquier’; Williamson?; Eisen et al®;
Rosenstein et al*; Jackson y Rlchan:ls5 que una mis-
ma puede ser ia a va-
rios antigenos disimilares estructuralmente.

El concepto de la especificidad de los anticuerpos
se afianzé especialmente después de la formulacién
de la teoria de Ehrlich y de los trabajos de Landstei-
ner® mediante la unién de grupos quimicos (haptenos)
a proteinas, aunque el propio Landsteiner sefialé que
esta especificidad no era absoluta sino que se presen-
taban diferencias de afinidad y reacciones cruzadas.

Mas recientemente se han obtenido datos claros en
favor de la polifuncionalidad de los lugares de combi-
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nacién de los anticuerpos. En proteinas de mieloma
se han comprobado que muchas pueden combinarse
con més de un hapteno en forma competitiva; p. ej., la
proteina 460, que es una inmunoglobulina de un mie-
loma IgA, de ralén fua competitivamente DNP-lisina
y ic (la di es una metil-
naftoquinona) Eisen et al’; Konigsberg y Richards®;
Jackson y Richards®.

Curiosamente, la demostracién de la existencia en
los anticuerpos de reacciones cruzadas en sus sitios
de combinacién se ha obtenido con anticuerpos mo-
noclonales. Un caso de este tipo ha sido comprobado
por Lane et al” con el antigeno T del virus 40 de los
monos (SV40), al observar que un anticuerpo mono-
clonal frente al mismo reacciona cruzadamente con
proteinas normales de células huésped. Observacio-
nes similares se han registrado con otros anticuerpos
monoclonales.

Castro y Gras® han estudiado la cinética de apari-
ci6n de anticuerpos de reaccién cruzada frente a va-
rios antigenos heterélogos, hematies de buey y de
caballo, después de la estimulacién persistente con

91



Inmunologia

VOLUMEN 5, NUMERO 3. JULIO.SEFTIEMBRE 1986

z.sool

500
400 16,6 %

CFP/106 células _,

15,1 %

RE RI RE RI
6x 108 HC

Dosis

5x 108 HC + 10 4g LPS

Fig. 1. Representacidn de los medias + DE de la respuesta
secundaria a los 4 dias, valorada en CFP/I10° directas
(IgM = D) ¢ indirectas (IgG = ) para la respuesta especifi-
ca (RE) anti-HC, ¢ (IgM= R ) ¢ (IgG = W) para la respuesia
inespecifica (RI) anti-HB, en grupos de 20 ratones inocula-
dos por via intraperitoneal el dia 0 y el dia 30 con una dosis
de 5% 10° hematies de cordero, comparativamente con el
grupo de veinte ratones que han recibido 10g de LPS in-
mediatamente después de la segunda dosis de hematies.

En la gréfica se expresa el porcentaje del titulo de IgG no
especifica anti-HB respecto al titulo de IgG especifica anti-
HC para los ratones inoculados dinicamente con hematfes de
cordero, asé como los que han recibido ademds LPS.

dosis 6ptimas de hematies de cordero en ratén; en

sus resultados observaron que la reaccién cruzada

con hematies heterélogos alcanza niveles muy eleva-

dos en el momento de maxima respuesta a los hema-

ties de cordero, tanto a nivel de CFP como a nivel de
r

Se sugiere que se debe a la existencia de una pobla-
cién de clonas polifuncionales con la misma diferen-
cia de afinidad para uno y otro epitopo.

MATERIAL Y METODOS
Animales

Se han utilizado ratones Swiss albinos, machos y hem-
bras indistintamente, de 2 a 3 meses de edad y cuyo peso
oscilaba entre 30 y 40 g. Los animales fueron alimentados
con una dieta sintética (Sanders, Tarragona) y se les sumi-
nistré agua segun necesidad.

Antigeno

Se utilizé como antigeno, hematies de cordero obtenidos
por puncién yugular semanal y procedentes del mismo cor-
dero en todos los experimentos. La sangre se desfibring
mediante agitacién con perlas de cristal, inmediatamente
después de su extraccion. Las células fueron lavadas, resus-
pendidas en solucion salina y se inyectaron por via intrape-
ritoneal 0,1 ml a una concentracién de 5x 105, 2,5x 10%,
1x 108, 0,25x 108 y 0,025 x 10° hematies de cordero.

v
Lipopolisacérido W-E. Coli

El lipopolisacarido W-E. Coli 055:B5, desecado (presenta-
do en frascos de 100 mg, n.° control 630903 de DIFCO la-
boratorios), se resuspendi6 en suero fisiologico y se admi-
nistré a los ratones por via intraperitoneal en una dosis
tnica de 10 pg por ratén, inmediatamente después de sumi-
nistrar los hematies en diferentes dosis, segtin la experien-
cia a realizar, a fin de compararlo con los grupos de rato-
nes inoculados con hematies de cordero tinicamente.

Valoracién de la formacién de anticuerpos

La técnica utilizada para la produccién de anticuerpos es
Ia de Jerne y Nordin® de células formadoras de placas (CFP)
por millén, segiin la modificacién de Mishell y Dutton'® rea-
lizada sobre portaobjetos en un medio de agar al 1 %. Las
células formadoras de placas {IgM) son leidas después de
una hora y media de incubacion a 37 °C a las que se le ha
adicionado complemento de suero de cobayo a una dilucién
1/10 en solucién de Hanks al cabo de una hora. Para deter-
minar las células formadoras de placas (IgG), después de
una hora de incubacién se adiciona antisuero de conejo
anti-IgG de ratén (SIGMA M-9637) a una dilucién 1/100
en Hanks y una hora mas tarde el complemento de cobayo,
realizdndose la lectura 2 horas y media después de iniciada
la incubaci6n.

Las respuestas se han valorado frente a hematies de cor-

anticuerpos circulantes mer 1
(1gG).

Dentro de este contexto hemos creido que puede
ser interesante el estudio de la relacién entre las res-
puestas no especificas y especificas frente a antige-
nos de reaccién cruzada, estudiando la relacién entre
la respuesta secundaria a hematies de buey (HB) y he-
maties de cordero (HC), en ratones estimulados Gni-
camente con dosis distintas de hematies de cordero,
o0 que han recibido ademas LPS, inmediatamente des-
pués de la segunda estimulacién antigénica, para
sumar al estimulo antigénico el efecto sinergistico del
LPS. Se ha observado una relacién constante entre la
intensidad de la respuesta especifica y no especifica.
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dero (HC) la y a hematies de buey (HB}) la inespe-
cifica.

RESULTADOS

1. Estudio de la respuesta secundaria especifica y
no especifica para una dosis de 5x 10% hematies de
cordero. Un grupo de 40 ratones fueron inoculados el
dia 0 con una dosis de 5x 10® hematies de cordero
por via intraperitoneal, administrandoles el dia 30, a
la mitad de ellos, una segunda dosis igual de hema-
ties de cordero, por la misma via y a la otra mitad,
igualmente una dosis de 5 x 10% hematies de cordero
y acto seguido, 10 ug de LPS.
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La respuesta secundaria, 4 dias después de la ad-
ministracién de la segunda dosis de antigeno, se eva-
lu6 frente a hematies de cordero (respuesta especifi-
ca) y hematies de buey (respuesta inespecifica).

Los resultados obtenidos se han visualizado en la
figura 1, siendo los valores de IgM e IgG en el grupo
de ratones tratados dnicamente con hematies de
121,3 y 22185 CFP/10% células respectivamente,
para la respuesta especifica, y de 14 y 347 CFP/10°
células para la respuesta inespecifica. El porcentaje
del titulo de IgG anti-HB respecto al titulo de IgG
anti-HC es de un 15,6 %.

En la serie de ratones inmunizados con hematies y
que han recibido ademas LPS, los valores alcanzados
fueron IgM: 102 e IgG: 1054 CFP/10° células, en el
caso de la respuesta especifica, y de IgM: 32 e IgG:
159 CFP/10° células en la respuesta inespecifica
(fig. 1).

El porcentaje del titulo de anti-HB respecto el titulo
de IgG anti-HC es del 15,1 %.

Es interesante destacar que la respuesta secunda-
ria especifica en los ratones inoculados con hematies
de cordero y LPS es inferior a la del grupo inoculado
s6lo con hematies, observacién que comentaremos en
la discusion.

2. Estudio de la respuesta secundaria especifica y
no especifica para una dosis de 2,5 x 10® hematies de
cordero.

Dos series de 20 ratones cada una, fueron inocula-
das el dia 0 con 2,5 x 10® hematies de cordero y el dia
30 una de las series recibié una segunda dosis igual
de hematies, y la otra recibi6 inmediatamente des-
pués de la segunda dosis de 2,5x 10® hematies de
cordero, 10 pg de LPS.

Los resultados de la respuesta en IgM e IgG en el
lote de animales Gnicamente tratados con hematies
de cordero fueron de 56 y 1.376 CFP/10° células res-
pectivamente, en la respuesta especifica y de 10,3 y
209,7 CFP/10° células en la respuesta inespecifica,
siendo el porcentaje del titulo de IgG anti-HB respec-
to al de IgG anti-HC un 15,2 %.

En el grupo de ratones tratados con la misma dosis
de hematies pero con 10 ug de LPS, las respuestas en
IgM e IgG son mas elevadas que en el caso anterior;
IgM: 262 e IgG: 2.911 CFP/10° células, en la respues-
ta especifica, e IgM: 33,2 e IgG: 490,5 CFP/10° célu-
las en la respuesta no especifica, siendo en este caso
el porcentaje del titulo de IgG anti-HB respecto a la
IgG anti-HC de un 16,8 % (fig. 2).

En el grupo de ratones a los que se les ha adminis-
trado LPS, la respuesta secundaria en IgG es mucho
mayor que en los ratones a los que Gnicamente se les
ha administrado hematies de cordero, debido a un
efecto sinergistico det LPS (p < 0,001).

3. Estudio de la respuesta secundaria especifica y
no especifica para una dosis de 1x 10® hematies de
cordero.

Hemos inoculado el dia 0, dos grupos de ratones
con 1x 10® hematies de cordero por via intraperito-
neal a cada animal, y el dia 30 les hemos suministra-
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Fig. 2. Representacion de las medias + DE de la respuesta
secundaria a los 4 dias, valorada en CFP/10F directas
(IgM = ) e indirectas (IgG — U) para la respuesta especifi-
ca (RE) anti-HC, e (IgM=R) ¢ (IgC = B) para la respuesta
inespecifica (RI) anti-HB en grupos de 20 ratones inocula-
dos por via intraperitoneal el dia O y el dia 30 con una dosis
de 2,5 x 10° hematies de cordero, comparativamente con el
grupo de 20 ratones que han recibido 10 g de LPS inme-
diatamente después de la segunda dosis de hematies.

En la grdfica se expresa el porcentaje del titulo de IgG no
especifica anti-HB respecto al titulo de IgG especifica anti-
HC para los ratones inoculados sinicamente con hematies de
cordero, asi como los que han recibide ademds LPS.

do una segunda dosis ignal de hematies a uno de los
grupos y al otro lote les hemos administrado 10 pug de
LPS por via intraperitoneal inmediatamente después
de la segunda dosis de hematies.

Las valoraciones de IgM e IgG en la respuesta es-
pecifica en los ratones tratados finicamente con las
dos dosis de hematies son de 23,3 y 421,8 CFP/10°
células y en la respuesta no especifica son de 56 y
62,0 CFP/10° células respectivamente. El porcentaje
del titulo de IgG anti-HB por IgG anti-HC es de
14,6 %.

En los ratones tratados con 1x 10® hematies de
cordero y a los que se les ha administrado LPS, la va-
loracién de la respuesta especifica de IgM e IgG es
de 50 y 874 CFP/10° células y la no especifica es de
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Fig. 3. Representacién de las medias + DE de la respuesta
secundaria a los 4 dias, valorada en CFP/10F directas
(IgM = D) ¢ indirectas (IgG = ) para la respuesta especifi-
ca (RE) anti-HC, e (IgM=R) e (IgG = W) para la respuesta
inespecifica (RI) anti-HB en grupos de 20 ratones inocula-
dos por via intraperitoneal el dia Oy el dia 30 con una dosis
de 1x 10° hematies de cordero, comparativamente con el
grupo de 20 ratones que han recibido 10 ug de LPS inme-
diatamente después de la segunda dosis de hematies.

En la grdfica se expresa el porcentaje del titulo de IgG no
especifica anti-HB respecto el titulo de IgG especifica anti-
HC para los ratones inoculados tinicamente con hematies de
cordero, ast como los que han recibido ademds LPS.

8,7 y 108,2 CFP/10° células respectivamente. El por-
centaje del titulo de IgG anti-HB respecto a la IgG
anti-HC es de 12,3 % (fig. 3).

De forma anéloga al caso anterior, en el que utiliza-
mos la dosis de 2,5x10% hematies de cordero se
observa un efecto smerg]snco en la producclon de

IgGenlar les trata-
dos con hematies de cordero y LPS 002> p>
0,01).

4. Estudio de la respuesta secundaria especifica y
no especifica para una dosis de 0,25 x 10® hematies
de cordero.

Hemos inoculado dos series de ratones con
0,25 x 10* hematies de cordero cada una el dia 0; el
dia 30 a un grupo le hemos administrado hematies de
cordero en una dosis igual, y al segundo grupo
0,25 x 10° hematies de cordero y 10 pg de LPS intra-
peritonealmente.

Los resultados de la serie de ratones inoculados
Gnicamente con hematies de cordero, para la respues-
ta especifica en IgM e IgG es de 6,1 y 25,0 CFP/10®
células respectivamente y para la no especifica 2,0 y
4,4 CFP/10° células, siendo el titulo de IgG anti-HB
respecto a la IgG anti-HC de un 17,6 %.
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Fig. 4. Representacion de las medias + DE de la respuesta
secundaria @ los 4 dias, valorada en CFP/10P directas
{IgM = D) ¢ indirectas ([gG = U) para la respuesta especifi-
ca (RE) anti-HC, e (IgM = R) e {IgG = W) para la respuesta
inespecifica (RI) anti-HB, en grupos de 20 ratones inocula-
dos por via intraperitoneal el dia 0y el dia 30 con una dosis
de 0,25 x 10° hematies de cordero, comparativamente con el
grupo de 20 ratones que han recibido 10ng de LPS inme-
diatamente después de la segunda dosis de hematies.

En la grifica se expresa el porcentaje del titulo de 1gG no
especifica anti-HB respecto el titulo de IgG especifica anti-
HC para los ratones inoculados inicamente con hematies de
cordero, ast como los que han recibido ademds LPS.

En el grupo de ratones inoculados con hematies de
cordero y LPS, la valoracién de la respuesta secunda-
ria es de 16,6 y 122,7 CFP/10° células de IgM e IgG
respectivamente y 9,7 y 14,2 CFP/10° células en la
respuesta no especifica. El porcentaje del titulo de
IgG anti-HB respecto a la IgG anti-HC es del 11,5%
(fig. 4)

Observamos también para esta dosis una mayor
produccién de IgG en la respuesta secundaria especi-
fica en los animales tratados con LPS respecto a los
no tratados (p < 0,001).

5. Estudio de la respuesta secundaria especifica y
no especifica para una dosis de 0,025 x 10¢ hematies
de cordero.

De forma ansloga a los casos anteriores hemos rea-
lizado un estudio comparativo entre ratones inocula-
dos intraperitonealmente sélo con hematies de corde-
ro a una dosis pequefia de 0,025 x 10* células el dia 0
y el dia 30, y ratones inoculados con esta misma do-
sis ambos dias pero a los que se les administr, ade-
mas, 10 pg de LPS por via intraperitoneal, inmediata-
mente después de la segunda dosis de hematies; la
respuesta secundaria se ha valorado 4 dias después
de la segunda inoculacién.
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Losr enlar secunda-
ria, en los animales tratados tnicamente con HC son,
para la respuesta especifica, de 2,6 y 2,07 CFP/108
células en IgM e IgG respectivamente, y de 1,5y 1,1
CFP/10° células para la inespecifica. La diferencia
entre ambas respuestas no es significativa (p > 0,90),
por lo que el que la inespecifica corresponda a un
53 % de la especifica no es valorable,

En el grupo de ratones tratados con las mismas do-
sis de HC y ademas con LPS, los resultados de la
respuesta secundaria en IgM e IgG corresponden a
16,0 y 5,4 CFP/10° células, respectivamente, en la es-
pecifica y a 6,5y 3,7 en la inespecifica. La diferencia
entre el titulo de especifica e inespecifica tampoco es
significativa en este caso (0,50 > p> 0,40), pur lo
que el que la r no cor
un 68 % de la especifica, tampoco es valorable. La
respuesta en este grupo de ratones a los que se les
inyect6 LPS, ademds de los HC, es ligeramente supe-
rior a ia del grupo anterior sélo inyectande con HC,
pero la diferencia no es estadisticamente significativa
(0,20 > p > 0,01), lo que implica que en este caso no
se ha observado efecto sinergistico del LPS.

DISCUSION

En un trabajo anterior’ estudiamos la respuesta
primaria y secundaria en IgM e IgG en ratones inocu-
lados el dia 0 y el dia 30 con hematies de cordero
(HC), comprobando que el maximo de respuesta se-
cundaria en IgG se presenta al cuarto dia de la segun-
da inyecci6n. Por ello, en este trabajo estudiamos la
relacién entre la respuesta secundaria en IgG no es-
pecifica anti-HB y la respuesta secundaria especifica
anti-HC, valoradas al cuarto dia del segundo estimulo
en HC.

Con las dosis de 5x10% 25x10% 1x10% y
0,25 10%, hemos comprobado que la respuesta en
I1gG no especifica (anti-HB) guarda una relacién cons-
tante con la respuesta en IgG especifica (anti-HC), ya
que el porcentaje del titulo de IgG no especifica en
relacién al titulo de IgG especifica, es constante, co-
rrespondiente a un 15,6, 15,2, 14,5 y 17,6 % respecti-
vamente (figs. 1-4a).

En el grupo de animales inoculados con las mismas
dosis de HC (5x 10%, 2,5x 108, 1x 108 y 0,25 x 108
pero que han recibide ademas 10 pg de LPS después
de la segunda dosis, hemos observado también esta
relacién constante entre una y otra respuesta, ya que
el porcentaje del titulo de IgG no especifica, en rela-
cion al titulo de IgG especifica, es asimismo constan-
te, correspondiente a un 15,1, 16,8, 123 y 115%
respectivamente (figs. 1-4b).

Esta relacion constante entre respuesta especifica
¥ no especifica no se observa en el grupo de animales
tratados con la minima dosis de HC (0,025 x 108 HC),
ni en los inyectados ademas con LPS. No obstante,
en estos dos grupos de animales el titulo de la res-
puesta secundaria en IgG es ligeramente inferior al
de la respuesta escundaria en IgM, lo que implica que
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TABLAT La dela
no especifica anti-HB en relacion a la especifica
anti-HC, es constante*

he i % e s
2911,2 490,5 16,8
22185 347,1 156
1.376,0 209,7 152
1.054,2 1596 15,1
874,0 1082 123
4218 62,6 146
122,7 14,2 11,5
25,0 44 17,6

* Los titulos correspanden a los valores promedio de cada grupo,
independientemente de s corresponden l estimulo por HC solos

"L LPS, ordenados de méxima a mimma respuesta. Los {iulos estdn
expresados er, CFP/106 células.

en realidad no se ha producido una respuesta secun-
daria en IgG en ninguno de los dos grupos. Ademas,
como ya hemos sefialado, las diferencias entre la res-
puesta especifica y no especifica no son significati-
vas, por lo que las relaciones entre ambas no son
valorables.

Para que se observe mejor esta proporcionalidad
constante entre respuesta especifica y no especifica,
hemos reunido en la tabla I todos los titulos especifi-
cos y no especificos de los grupos en los que las res-
puestas son valorables estadisticamente, de forma
independiente a que sean resultado de un estimulo
con HC solos o de HC + LPS ordenados en columna
de maximo a minimo y al lado, el porcentaje de no es-
pecifica en relacién a la especifica. De su observacién
creemos que no ofrece dudas que dicha relacién pre-
senta una proporcionalidad constante, tanto para la
respuesta inducida por los hematies solos como en la
respuesta amplificada a los mismos por la accién del
efecto sinergistico del LPS.

En relacién a dicho efecto sinergistico, los resulta-
dos expuestos en este trabajo coinciden con los ob-
servados en otro trabajo, en el que sefialdbamos que
dicho efecto es inverso a la intensidad de la respuesta
obtenida con el estimulo antigénico solo'? Si el esti-
mulo antigénico da una respuesta intensa, el efecto
sinergistico no se presenta o no es valorable, mien-
tras que si dicho estimulo antigénico induce una res-
puesta pequefia, el efecto sinergistico es grande.

En este trabajo hemos visto, efectivamente, como
con la dosis de 5x 10® HC que induce una respuesta
intensa, el efecto sinergistico no se presenta, sino que
la respuesta es inferior. Por el contrario, en los gru-
pos que han recibido dosis menores (2,5, 1,0 o
0,25 x 10® HC), en los que las respuestas son meno-
res, el efecto sinergistico es evidente y claramente
significativo. En el dltimo grupo, inyectado con una
dosis muy pequefia (0,025 x 10® HC) en el que no se
observa reaccién secundaria significativa, tampoco se
observa efecto sinergistico. Este efecto sinergistic
comprobado por nosotros es muy conocido, y asi Sj
berg et al'® observan que el efecto sinergistico es
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inverso al de la dosis de antigeno y que a dosis gran-
des de éste, puede tener un efecto inhibidor.
En la actualidad, como hemos sefialado al princi-

co (epitope) en uno u otro hematie. Esto explicaria
facilmente la constancia en la proporcionalidad de las
idades entre-ambas respuestas, pero parece di-

pio, se tienen bastantes datos de la posible polifuncio-
nalidad de las regiones de combinaci6n de los anti-
cuerpos'® %1%, incluso en anticuerpos monoclonales’;
a esta polifuncionalidad de las regiones de combina-
cién de los anticuerpos, se le denomina también “mul-
tiespecificidad”!® y mas recientemente “degenera-
cién” de la especificidad anticuerpo'®.

Estos datos demuestran claramente que una mis-
ma inmunoglobulina-anticuerpo puede poseer una
reglén de combmac:on capaz de fuarse a dos o mds

o deter con distinta
afinidad. Lo que no se sabe con exactitud es si, den-
tro de la misma regi6n, es el mismo sitio, son sitios
separados pero préximos o bien se fija en un mismo
sitio pero en diferentes zonas del mismo. En el caso
de la proteina 460 de mieloma IgA de ratén capaz de
fijar DNP y menadiona (metilnaftoquinona) puede in-
hibirse quimicamente la fijacién de uno y otro de
ellos, por lo que los dos sitios estdn separados (unos
24 A)7; estos dos haptenos, en aparencia tan distin-
tos, poseen una estructura en el anillo bencénico que
puede sobreponerse!’. La globulina 315 de un mielo-
ma IgA de ratén'’ que también puede fijar DNP y
menadiona, parece que los fija en un sitio que se so-
brepone de la region de combmaaon También han

que la i 6n con 2,4-DNP o
2 4, 6 -TNP induce anticuerpos capaces de fijarse con
la menadiona!”.

La posibilidad de esta “extrafia” (e.d., no esperada)
reaccién cruzada como la califican Michaelides y Ei-
sen'” puede explicarnos por lo menos algunas de las
T i cruzadas clési idas, como
las de los isémeros del 4cido bencensulfénico, com:
probadas por Land: . De esta polift
o multiespecificidad de la regién de combinacion de
una inmunoglobulina se deduce, como sefialan Ri-
chards et al'5, que la especificidad de un antisuero
habitual es consecuencia de un fendmeno de pobla-
cidn. La reaccién cruzada entre los hematies de car-
nero y los de buey es conocida de tiempo. En este
trabajo comprobamos que la relacién entre ei titulo
especifico antihematies de carnero y el no especifico
antih ies de buey es Esta reacci6n cru-
zada del antisuero obtenido inmunizado con los he-
maties de carnero, puede explicarse con las dos po-
sibilidades siguientes: @) que tengan un antigeno
com(in o dos antigenos distintos, pero con un deter-
minante antigénico comun, o sea igual. En ambos
casos cabe pensar que el anticuerpo ¢ la familia de
anticuerpos que se inducen, tienen el mismo sitio de
combinacién (paratopo) o la misma familia de sitios
de combinaci6n (paratopos), tanto si se inducen por
el estimulo de unos u otros hematies. Si ello fuese asi,
la diferencia de titulo valorada con HC o HB, corres-
ponderia a la diferencia de sensibilidad al valorar los
mismos anticuerpos frente a una distinta densidad o
situacién del correspondiente determinante antigéni-
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ficil de explicar la diferencia tan grande entre los titu-
los valorades con HC o con HB; es dificil de explicar
aunque la densidad del antigeno comin o del deter-
minante antigénico comun, sea distinto en uno u otro
hematie, ya que los valoramos a nivel de CFP y no
por aglutinacién, reaccién en la que la diferencia de
densidades tiene una influencia muy superior.

La segunda posibilidad, b} es la de que tengan anti-
genos distintos, con determinantes antigénicos distin-
tos pero con similitudes estructurales, capaces de
inducir anticuerpos polifuncionales. En estas circuns-
tancias, el anticuerpo o la poblacién de anticuerpos
inducidos frente a uno de ellos, en este trabajo los
HC, tendrian sitios de combinacién (paratopos) capa-
ces de unirse con ambos determinantes antigénicos
(epitopes), es decir serian polifuncionales o poliespe-
cificos, pero con distinta afinidad para uno u otro, en
este caso muy superior para los hematies de cordero.
Creemos que esto explica muy bien la neta diferencia
entre los titulos, valorados con unos u otros hema-
ties. La comprobacién de una relacién constante en-
tre las intensidades de ambas respuestas sugiere que
esta polifuncionalidad es a nivel de cada clona de los
que integran la poblacién de células B estimuladas
por el correspondiente determinante antigénico. Si la
poblacién de células B estuviese integrada por clonas,
capaces cada una de ellas de combinarse con afinida-
des distintas para una u otra variante del determinan-
te antigénico, parece dificil aceptar que al modificar-
se la intensidad de la respuesta se mantuviese la
constancia de la relacién entre una y otra, incluso
cuando la diferencia de intensidad es debida al efecto
sinergistico.

Estamos comprobando en la actualidad lo que ocu-
rre si absorbemos los sueros de la respuesta secunda-
ria de ratones inoculados con hematies de cordero,
con la misma pauta descrita en este trabajo, con he-
maties de cordero o de buey. La absorcién con hema-
ties de cordero elimina totalmente el titulo para unos
y otros hematies. La absorcion con hematies de buey,
elimina totalmente la reaccién con los mismos, pero
reduce muy poco el titulo a los hematies de cordero;
ampliaremos estos datos, pero en principio parecen
estar de acuerdo con la interpretacién que acabamos
de exponer, de que se trata de una misma poblacién
de anticuerpos con distinta afinidad para unos u
otros hematies.

Esta polifuncionalidad o multiespecificidad tiene
un elevado valor biolégico pues multiplica extraordi-
nariamente la posibilidad que tiene un organismo de
responder a cualquler esumulo por artificial que sea,
con una pobl de li relati limita-
da, como sefiala Williamson?, p. ej. frente al hapteno
NIP. Tiene también un gran valor en la ontogenia de
la respuesta inmunolégica, pues facilita mucho su
maduraci6n y explica la paradoja de que entre los pri-
meros anticuerpos que aparecen se encuentran los
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antihaptenos artificiales como el DNP y et TNP, que
tienen una reaccién cruzada con el 5-acetouracilo'®.
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