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De acuerdo con lo solicitado oportunamente al Prof. Dr. Sorde-
Hi por los Dres. Prof. Rail F. Vaccarezza y Juan A, Tabanera, se
han llevado a cabo, en el Instituto Bacterioldgico Nacional una
serie de pruebas quimicas y fisico-quimicas tendientes a aclarar el
mecanismo de una nueva sero-reaccién propuesta por uno de nos-
otros (Tabanera).

Consiste la mencionada sero-reaccién en la aceién ejercida por
una dilucién de 4cido sulfarico pro-anélisis d: 1,84 (25 em® de
4eido en 275 em® de agua bidestilada) sobre 0,2 em® de suero hu-
mano, extraido bajo condiciones especiales (con jeringa esterilizada
a seco, paciente en ayunas). No debe presentar el mencionado sue-
ro ninguna sefial de hemolisis.

Bajo estas condiciones y luego de hacer la mezela, se observan
los resultados al cabo de 20 a 24 horas, siempre que la temperatura
no sea inferior a 18° ni mayor de 22°C.

Normalmente, se observa la formacién de un precipitado el cual,
en ciertos casos, aparece muy precozmente (entre la 62 y 82 hora)
mientrds que en otros se hace evidente recién a las 20-2Z4 horas.

Lios suje
sentan siempre el precipitade descripto.

Pero el autor de la reaccion ha observado que en determinadas
condiciones, sobre todo en afecciones que alteran grandemente el
equilibrio biolégico del sujeto, no se forma el precipitade en el
tiempo fijado, requiriendo —en caso de formarse— mas de 120

normales v log nacientes de ciertas enfermedades nre-
wrmales v log pac § enrermects nre

horas.

La observacién de este hecho, su repeticién bajo condiciones de-
terminadas, la constancia de su presencia en ciertas enfermedades,
su caracter « inespecifico » con respecto a la etiologia y su varia-
cién de acuerdo a la evolucién de una entidad mérbida ha motivado
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que los autores de la presente comunicacién se abocaran al estudio
de los fundamentos fisico-quimicos de la mencionada reaccién, con-
forme a un plan trazado previa y conjuntamente con los Frofesor
Sordelli, Deulofen y Vaccarezza.

1. — ESTUDIO DEL PRECIPITADO

A jos efectos de conocer la naturaleza del precipitado que se
obtiene normalmente mediante la sero-reaccién se procedid a rea-
lizar las reacclones coloreadas para identificacién de aminoacidos.

Lia técnica seguida para hacer las reacciones coloreadas que mas
adelante se describen, fué la signiente:

Bl precipitade obtenido de sueros normales, siguiendo la
de uno de nosotros (Tabanera), fué sometido a cuatro lavados con
agua destilada, se le agregé PO FANay M/15 (Fosfato di-sodico)
llevandolo potenciométricamente a pH 7,1 con Na.OH al 10 %.
Con el precipitado asi disuelto se realizaron las reacciones sigulentes :

Reacecion del Biaret ................ positiva
» > Millon ........ . ... ... >
» » Hopkins-Cole ......... >
» > Nitroprusiato ...... ... »
» » Moliseh .............. » débil

Vistos los resultados obtenidos con las reacciones coloreadas, de-
cidimos continuar nuestra labor con el fin de determinar la causa
w]r esta 1?0(‘(’@\1-

2. — DETERMINACION DEL PUNTO ISOELECTRICO DEL PRECIPITADO

T T 1eaAT X rnQ 3 ~ ™ 14 5 o
En no practicamos ensayos como exploracién pam

tener una mnocién aproximada de la zona que debemos estudia
Elios ne indicaron que estaba alrededor de pH 5. Procedimos en
conseeuencia a repurificar el precipitado lavado mediante 3 preci-
pitaciones a pH 5, redisolviéndolo cada vez. La muestra final cou-

tenia 0,934 % de proteinas (ensayo gravimétrico). (Se desconté
del extracto el Na.OH agregado para la redisolueién final). A
30 em? de esta solucidn le agregamos 0,5162 gramos de fosfato di-
s6dico Soerensen y aparecid un débil tinte opalescente. Procede-
mos lnego a la determinacion del punto isoeléctrico de esta mues-
tra. Con este fin se utilizé: acido sulftGrico N, N/10, o Na.OH
segun los casos. Potencioméiricamente, con electrodos de vidro,
determinamos la concentracién del ién H.

El liquido con la substancia disuelta y la mezcla bulfer se llevd
después del agregado del acido o de la soda a 4 ecm® con agua des-
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tilada. La concentracién proteica en todos los tubos era la misma.
La zona estudiada estaba comprendida entre los siguientes pH:
25; 2; 35; 4,43, 49; 55, 57; 61; 715; 10,6, A cada tubo se

G, g

le agregé 0,5 em® de alcohol a 96°, cantidad suficiente para dar
una debilisima opalescencia en el primer tubo.
Lios primeros tubos que floculan son: el n° 4, el 5 y el 6 los que

corresponden a los pH: 4; pH 43 y pH 4,9. Mas tarde flocula el

correspondiente a pH 5.

De acuerdo con este ensayo la zona isoeléetrica estd comprendida
mendaan LT A LTT E 0 e e e vy . -1 S
CLiLLC lJ.Li = ‘/V lJ.L.L . L ULLCLIIUS LCuUll (iL(C la zZvuila UJI_JLrllLlaz Ue L1uu-

lacién estd alrededor de pH 5 que, de acuerdo a estos ensayos, esta

pH 2)5: transparente ...

o)

pH 3: mis opalescente que a pH 6,1 ... ...

pH 3,5: mds opalescente que el anterior. Debilisimos f16-
culos suspendidos ...

pH 4,9: mdximo de precipltacidn ....oooceoeooceeeercne,
(liquido sobrenadante transparentes). ‘

pH 5,5 poco precipitado ...

pH 5,7: muy opalescente.................

pH 6,1: opalescente

pH 7,15: transparente ... ... ;

pH pH 10,6: transparente ...

Vol
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substancia estaria comprendida dentro de la definicion de globu-
linas (insoluble en agua). Hsta substancia proteica se solubiliza

acidos, siendo sstable su solucibn g un pH menor

IINACION DE LA RELACION NITROGE

SECO DEL PRECIPITADO
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Obtenido el precipitade de un suero normal, siguiendo la tée-
nica de uno de los autores (Tabanera), este precipitado se lo we-

precipita 3 veces a pIl 5, se disuelve luego con Na.OH a pH 7
Durante 3 a 4 dias, en eé‘"lara fria, se lo sometié a una didlisis
previa, hasta conductividad constante. Al eabo de ese tiempo el

»]

aspeecto es opalescente. Seguidamente se pasa a electrodializar la
solueidn del precipitado. Empleamos el aparato electrodializar mo-
delo Pauli, con electrodos de plata y platino. (Anodo: platino;
catodo: plata). Casi inmediatamente se obtiene una apreciable
cantidad de floculos, los cuales se van depositando en el fondo del
aparato.

La electrodialisis se prolongé por espacio de 8 dias, comenzando
con una diferencia de potencial de 50 voltios, de manera que el
amperaje nunca fué mayor de 20 a 30 miliamperios. Progresiva-
mente se fué aumentando el voltaje hasta llegar a 220 voltios, de
manera (ue pasaran menos de 5 miliamperios.  En esta forma ob-
tuvimos precipitado suspendido en agua que tenia una conducti-
vidad del orden del agua destilada (3 X 10° ohms-reciprocos,
20°0).

El precipitado disuelto nos dié un contenido nitrogenado de
0,14 % (Micro-Kjeldahl, triplicade). HI! extracto sceo, obtenido en
la forma habitual, hasta peso constante a 105°C, acusé la cifra de
0,934 %. El factor de conversién de nitrégeno a proteinas eorres-
ponde préacticamente a 6,25 que es el clasico valor conocido para
las proteinas. Asi el valor encontrado fué 0,934 9% y el valor teé-
rico: 0,875 %, diferencia que cae dentro del margen de error del
método.

De acuerdo con estas comprobaciones podemos asegurar que el
precipitado obtenido por la sero-reaceién ya mencionada y motivo
de este estudio, es de naturaleza proteica.

Por acido tricloroacético a la concentracién final de 2 % preci-
pita el 92,6 % del nitrégeno, quedando sin precipitar el 7,0 %. Ks-
to nos indieca que esta substancia proteica obtenida por la preci-
pitacién eon el acido sulfarico, estd parcialmente desnaturalizada.
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4 — HNSAYOS SOBRE SUERO ELECTRODIA. DO

Un suero clasificado como « normal » se diluye al 50 ¢ con agua

destilada, v Inego se lo somete a una electrodidlisis prolongada.
Comenzamos con una diferencia de potencial de 50 voltios ter-

minando con 220 voltios v hasta tanto nos diera una conductividad
eléctrica constante. Durante la electrodialisis precipitaron més del
90 % de las globulinas tetales, (Ver frabaje de los Dres. Wernicks
vy Modern (Rev. Inst. Bact. 1926, tomo 14, pag. 441). Bl volumen fi-
nal era el mismo que el inicial. Se procedié a realizar la reaccidn con

acide sulfarico haciendo un estudio eo*“lpara" suero ini-
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cial.  Los resultados obtenidos fueron:

Suero electrodialrzado

Tubo nOmero .................. 1 2 3 4 5 6
Suero nmormal .. ... ... 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Reactivo deido ... ... ... .. 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0
Lectura a las 24 horas .. ... .. .. i} 6 6 8 i f
Suero sin electrodializar

Tubo nimero .................. 1 2 3 4 5 6
Suero mormal ... ... ... 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Reactivo dcido ......... ... ... .. 3.0 3.0 3 3.0 3.0 3.0
Lectura a las 24 hs. ... ... ... 6 d n ++  +4+ -+

Comentario: Hste ensayo nos indica una vez més que sl preci-

pitado es una globunlina que se separa facilmente por electrodiilisis.

Py

5. — STUDIC DE LA REACCION CON LAS FRACCIONES PROTEICAS

Preparacién del suero: Be agrega a 100 em? de un suero normal
{sero-reaccién negativa), 200 em® de solucién fisiolégica. De esta
dilueién 1 em® contiene: 5,44 miligramos de nitrogeno.

Se agrega a 296 em® de la solueién primera: 40 gramos de sul-
fato de sodio seco y anhidro (SO4.Nay) (18,5 %). Se disuelve a
40°C, dejandolo reposar tres horas y filtrando luego. Precipita la
fraccidn llamada « euglobulinica » y determinamos en el filtrado el
nitrégeno que corresponde a la « seudoglobulina y albtimina ». 1 em?®
de este filtrado contiene 3,865 miligramos de nitrégeno.

A este filtrado, en volumen total de 270 em?® se le agregan 23
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gramos de sulfato de sodio para llevarlo a la concentracién de 22,2 %
en que precipitan las seudoglobulinas. Se deja en la estufa a 37°C
durante 20 horas v se filtra.

o

ﬁ?celm eg: 9110‘10'!)1111*8, b 1117
cos de celof4n en camara fria, hasta mnto el agua de dlahsm de
reaccién negativa para sulfatos.

El fraccionamiento de un suero clasificado como « positive » he-
cho en forma idéntica al anterior, dié los sigunientes resultados:
1 cm?® de la dilueidén previa contenia 3,815 miligramos de nitrégeno.

Después de precipitar las euglobulinas el filtrado contenia: 3,01 mi-
ligramos de nitrégeno. Bl filtrado correspondiente a las albumi-
nas después de precipitar las seudoglobulinas, contenia: 1,82 mili-
eramos de nitrégeno por centimetro cibico.

E] suerc <« positive » contiene una mayor proporeién de seudo-
globulina. Lag euglobulinas normales dan la reaccidin con el 4cido
sulfarico mas intensamente (ver capitulo siguiente).

La seudoglobuhna es la fraccién protectora de la reaceién y se
encuentra en una proporeién muy superior en log suerog Positivos.
{Ver més adelante lo que se refiere a la prueba con la caseina y al
poder protector).

Las fracciones proteieas, euglobulina normal y euglobulina pogi-
tiva eorrespondiente s reaecidon « positiva» se ilevé a la misma
concentracién nitrogenada. Lo mismo se hizo con la seudoglobu-
lina normal y la positiva.

En estas fraeciones se hace la reaccidén de precipitacién comen-
zando con la euwlobulina positiva y mormal. I.a concentracién era
en las dos de: 3,780 miligramos de nitrégeno por cm®

Con el objeto de dar mayor claridad a los resultados y facilitar
asi su lectura, comparacién y clagifieacién, hemos adoptado log sig-
nos eonvencionales que se mencionan a continuacion:

©: nada o transparente; d: debilisima opalescencia; n: opales-
cencia nitida; O: muy opalescente; - : déhil precipitado; - : re-
gular precipitado; -+-+-: bastante precipitado; --—---}: preci-
pitado muy abundante.

19 Euglobulina normal :

Tubo nmero ................... 1 2 3 4 5
Euglobulina normal ............. 0,20 0,15 0,10 0,05 0,025
Agua destilada ........ .. ... — 0,05 0,0 0,15 0,175

Lectura a las 24 horas ... ....... 4+ -+ A+ d 9
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29 Euglobulina positiva :

Nora: HEn lay siguientes experiencias se suprime la cantidad de
agna destilada agregada a cada tubo en vista de que los volumenes
usados no tienen influenecia en la reaceidn.

Comentario de los reacciones amterioves -  Pricticamente entre la
euglobulina normal y la euglobulina positiva no se nota diferencia
con respecto al comportamiento de ambas Irente a la dilucidn de
dcido sulfarico. La euglobulina positiva precipita hasta en concen-

a
O D

1F 3 H N Aa 11
0,15 em® y bulina normal hasta de 0,10 em?.

39 Seudoglobuling normal (Concentracién proteica: 4,20 megrs de
N por em?):

Tubo nimero  ............ . ... ... 1 2 3 4 5
Seudoglobulina normal ........... ... .. 010 0,20 0,30 040 0,50
Lectura a las 24 horas ................. d n 0 0 0

4° Seudoglobuling positive (Concentracion proteica: 4,20 mgrs de
N por em?®):

Tubo nimMero .. ... 1 2 3 4 5
Seudoglobulina positiva .......... ... ... 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50
Lectura a las 24 horas ....... .. .. ... 6 6 d d n

Comentarto:  La seudoglobulina positiva no precipita en las con-
centraciones estudiadas y hasta en concentraciones de 0,20 cm® que-
da completamente 1impido el liguido a las 24 horas. En cambic
la seudoglobulina normal no llega a precipitar en las concentracio-

nes estudiadas, pero todos los tubos presentaron un aspectc muy

w

opalescente.

59 Albsmina normal (Coneentracién proteica 6.05 mgrs de N por

em?)

Tubo nmero ........... ... .. 1 2 3 4 5
Albtimina normal ... ... ... . ... ... . ... S 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50
Lectura a las 24 horas ....... ... ... .. ] 8 6 n 0
6° Albimina posttwe (igual concentracién que la anterior) :

Tubo DUMEro . ..o 1 2 3 4 5
Albdmina positiva .................. ... 0,0 0,20 030 040 0,50

Lectura a las 24 horas ... ... .. .. ... .. ] (] 0 ] d

Vol. X, N° ¢
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Comentario: TLa albiimina normal en concentraciones de 0,40 a
0,30 em? sin llegar a precipitar, da una opalescencia bien nitida,
en cambio la alblming positiva s6lo da en el @ltimo tubo una de-
bilisima opalescencia a las 24 horas.

MEZCLAS ENTRE SUERO Y LAY DIVERSAS PRACCIONES PROTEICAS

Se estudia a continuacién el comportamiento del reactive 4cido
frente a la unién suero-fraecién proteica.

19 Suero normal y seudoglobuling normal .

Tubo nimero ...... 1 2 2 4 5 6 7
Suero novmal ... 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,26 0,20
Seudoglobulina normal 0,50 0,40 0,30 0,20 0,15 0,10 0,05
Lectura a las 24 horas + + +4+4++ ++++ F+++
29 Suero normal y seudoglobuling posttiva

Tubo nimero ...... 1 2 3 4 5 6 7
Suero norinal ... .. 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Seudoglob. positiva .. 0,50 0,40 0,30 0,20 0,15 0,10 0,05
Lectura a las 24 horas O 0 0 8] o] 0 -+

E] suero normal y la seudoglobulina normal precipitan en todas
las concentraciones gque han sido estudiadas, el efecto protector de
la sendoglobulina positiva sin embargo, impide la precipitacién del
suero hasta en la concentracién de 0,10 em?® dando solo una débil
precipitacién cuando la concentracién de la seudoglobulina aleanza
a 0,05 de em® La seudoglobulina normal tiene, no obs
cierto poder protector para con el suero, pero no aleanza nunca
las cifras de la seudoglobulina positiva.

Estas experiencias nos demuestran en forma concluyente que la
seudogiobuling normal no 1mpide o 1mpide muy poco la precipita-
cton del swero. En cambio la seudoglobuling positiva denota un
gran poder protector em todas las concentraciones estudiadas (ezx-
ceptuando la concentracién de 0,05 de ¢m?).

A continnacién presentamos una serie de experiencias efectua-
das con distintas mezelas, donde se pone de relieve la importancia
de las efectuadas con el suero y la fraceion seudoglobulina, sobre
todo si se comparan sus resultados con los que se obtienen con los
demas elementos del suero.
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39 Suero posttive y euglobulina normal :

Tuabo nlmero ... 1 2 2 4 5
Suero positivo .. ... 0,20 0,20 020 020 020
Euglobulina normal ...... ... ... ... ..., 000 620 015 010 005
Aspecto a las 24 horas ........ ... .. o 7 0 0 n n

4% Suere positiwo y euglobulina positiva :

Tubo NAMBrO . .. o i 2 2 4 5
& - i ¢
Suero positivo ... 0,20 0,20 0,20
Buglobuling posibiva ..o 3,60 0,10 0,05
Aspecto a las 24 horas ... ... ... ... . 7 n n

Comentario: El suero positivo y la euglobulina positiva na pre-
cipitan en ninguna de las concentraciones estudiadas. Bl suero

positivo impide la precipitacién de la euglobulina positiva (ver

comportamiento de la euglobulina positiva aisladamente). 1 sue-
7o positivo impide también la precipitacion de la euwglebulina nor-
nal

59 Suere positive y seudoglobuling normal

Tubo RUMEro ..o e 1 2 3
BUBTO POSIEIVO oot 0,20 0,20 0,20
Seudoglobulina normal ......... .. o 0,30 0,40 0,50
Lectura a las 24 horas ......... ... ... ... ... ... 0 0 0
6% Suero pusitive y seudoglobuling positiva :

Tubo DGMETO oottt 1 2 3
BUETo POSIEIVO covvt e 6,20 0,20 0,20
Seudogiobulina positiva ...... ... .. . 0,30 0,40 0,50
Aspecto a las 24 horas ......... ... ... ... d d d

Comentario: El suero positive y la seudoglobulina positiva, co-
mo era de esperarse, no precipitan. Rl suero positive tampoco pre-
cipita en presencia de la seudoglobulina normal, adquiriendo un
aspecto méas opalescente que el anterior.

79 Suero normal y albiming normal :

Tubo ntmero .. 1 2 3 4 5 6 7
Suero normal .. .. 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Albdmina normal. 0,05 0,1 0,15 0,2 0,30 0,4 0,5
Lectwra a las24¢hs. +++ +++ +++ +++ +++ +4++ +4++
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89 Suerg normal y albiminag positiva

Tubo nimero . 1 2 3 4 5 6 7
Suero normal .. .. 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Albtimina positiva 0,05 0,1 0,15 0,2 0,3 0,4 0,5
Lectura a las 24 h. ++ + 0 0 0 0 0

Comentario: 0,15 cm?® de alblimina positiva impiden la preci-
en cambio la alblimin
a accidn del reactivo 4eido (

. O

ciones estudiadas tanto de &acido sulftrico como de albtmina y

pitacién del sucro n i

a normal no im-
en las coneentra-

19 Euglobulina normal y seudoglobuling normal:

Tubo nlimero .............. 1 2 3 4 5 6 7
Euglobulina normal ........ 0,2 0,2 0,2 02 02 02 02
Seudoglobuling normal ... ... 0,05 0,1 02 03 04 05 —
Lectura a las 24 horas ...... + 44 +++ -4 0 0 0 0

2° Euglobulina normal y seudoglobuling positiva.:

Tubo nimero .............. 1 2 3 4 5 6 7
Euglobulina normal ........ 0,2 0,2 02 02 02 02 0.2
Seudoglobulina positiva ...... 0,05 0,1 02 03 04 05 —
Lectura a las 24 horas ...... ++ 0 0 0 [ 0 ¢

°

Comentario: La euglobulina normal es mas precipitante que la
euglobulina positiva y necesita una concentracién de 0,10 e¢m3 de
seudoglobulina positiva para no precipitar; en cambio la seudo-
globulina normal necesita una concentracién de 0,30 em® para pro-
teger a la euglobulina normal, es decir para evitar su precipitacién
por el reaectivo Acido.

Podemos afirmar por lo tanto que la seudoglobulina positiva es
més protectora que la seudoglobulina normal. Por otra parte, la
euglobulina positiva es més precipitante que la euglobulina normal.

3¢ Euglo‘bul@'ﬁa‘ positive y seudoglobuling normal :

Tubo DAMETO ..o ov v it 1 2 2 4 5 [
Euglobulina positiva ............... 0,2 0,2 0,2 02 02 02
Seudoglobuling normal ............. 0,05 0,1 0,2 03 04 0,5

Lectura a las 24 horas .............. +4+4+  ++ 0 0 0 0
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4% Buglobulina positive y seudoglobuline posttiva :

Tubo nlmere ...... ... 1 2 3 4 5 8
Euglobulina positiva ....... ... .. ... 0,2 0,2 02 02 02 02
Seudoglobulina positiva  ............ 0,05 0,1 02 03 04 05
Tectura a las 24 horas ... ... .. ... G 0 n n n 7

Comentario: Lia seudoglobulina positiva protege a la euglobu-
lina respecto a su precipitacion con el r. dcido. Kl poder protector
de la seudoglobulina positiva es mayor que el poder precipitante
de la euglobulina positiva. (Para mayor claridad ver el cuadro de
la euglobulina positiva). Lia precipitacién de la euglobulina posi-
tiva se hace hasta en eoncentraciones de 0,10 em® de sendoglobu-
lina normal y s6lo cantidades mayores de esta Ultima substancia
impiden la precipitacién de la euglobulina positiva, He aprecia,

1l1

1L

asi, nuevamente gue poder protector de la seudoglobu

el
tiva es mayor que el de la seudoglobulina normal.

FRACCIONAMIENTO DE SUEROS NORMALES Y SUEROS POSITIVOS

Se estudié cuantitativamente el contenido nitrogenado de las
fracciones proteicas constituidas por euglobulinas, seudogiobuiinas
y albuminas. La valoracién del nitréogeno se hizo por miero-
Kjeldhal por duplicade y las fracciones se investigan en el orden
siguiente :

1¢ El contenido nitrogenado total del suero y que correspon-
de al nitrégeno de la suma de euglobulinas - seudoglobulinas - al-
bimnas.

2° El mtrogeno correspondiente al filtrado obtenido después

i
ue corresponde a la suma de albiming - seudoglobulinas y,
39 El nitrégeno correspondiente a las albdminas y obtenido
del filtrado después de precipitar las globulinas totales (euglobu-
linag -+ seudoglobulinas) con SO4.Nay en la concentracién final de
22,2 %. En esta forma se pudo conocer el contenido en albiminas,
en euglobulinas y seudoglobulinas de los sueros normales y de los
sueros positivos que figuran en el cuadro méas adelante. Para evi-
tar errores en las pesadas se emplearon dos soluciones de SO4.Nas
que conservamos en la estufa a 37°C, para evitar la cristalizacién
de esta sal. La primera solucién de SO4.Nas con una concentra-
eibn de 29,5 % de manera, que 1 parte de suero mas 3 partes de
esta solucién diera una concentracién final de 22,2 %, origina la
precipitacién de la euglobulina y de la seudoglobulina. La segun-
da solucién a una concentracién del 18 % : una parte de suero méis
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es partes de S0y Na, daba una concentracién final del 185 % 5
preelpltaba la euglobulina.
En cada easo empleﬂmos 5 em?® de suerc y 15 em® de la ;:01

N. en mgrs Tuglob. Sendogloh. Glob. Albtiminas
por cmd 7 A totales %

| AU 13,02 15,52 16,98 32,25 67,74
2. 14,14 12,87 17,82 30,69 69,30
2. 14,00 1400 17,60 31,00 69,06
4., 12,60 11,11 20,00 3111 68,80
5 .. 11,00 10,50 17,65 29,24 71,76
6 .. 12,60 10,00 18,88 28,88 71,11
7. 13,02 12,01 19,35 32,26 67,74
Término medio .. 13,04 12,40 18,23 30,63 69,37
Sueros positivos

1 11,24 21,10 31,19 52,29 47,71
2 11,20 10,00 35,00 45,00 55,00
3 12,60 15,55 23,33 38,88 61,11
4 13,53 14,43 27,83 42,26 57,73
5 11,20 25,060 25,00 50,00 50,00
Término medio .. 11,96 17,22 98,47 45,69 54,31

globulinica que pasa de 18,23 % en los sueros ~1ormales a 28,47 ‘7
en los positivos (promedio aritmético). EI contenido nitrogenads
total es practicamente el mismo en los sueros positivos y normales.
Esto estd corroborado con las determinaciones del indice de refrac-
cién gue hicimos en 114 casos de sueros positivos y normales y que
ser4 objeto conjuntamente con otras observaciones fisicas, de una
comunicacidn posterior. ILia cantidad de albGminas en los sueros
normales es superior a la de los sueros positivos. En los sueros
normales el promedio es del 69 % del nitrégeno total y en los
positivos el 54 %. También hay un aumento en la fraccién euglo-
bulinica en los sueros positivos.

Por lo tanto en los sueros estudiados por nosotros notamos un
gran aumento en las globulinas totales (euglobulinas - seundoglo-

bulinas).



498 ESTUDIO ANALITICO DE LA SERO-REACCION, ETC. Vol. X, N° 4

Como la seudoglobulina es la fraccién que impide la precipita-
¢ibn en la reaceién que estudiamos, este aumento en los sueros posi-
tivos, nos explicaria la mo precipitacién. Sin embargo, puede ser
alguna substancia que precipite con la seudoglobulina y que sea
la causante de la no precipitacién en los sueros positivos.

Por otra parte como demostramos en este trabajo, la seudoglo-
JYs >

[«

bulina normal no impide la precipitaciéon del suero (en la reaccién

de acido sulfirieo) siendo en cambic la seudoglobulina positiva la

LLOZLO0LL

que denota un gran poder protector y que impide la preecipitacién

Aa i okt linag dal qrars nacific
Qe 1as guootiiinas daer suero yOSLtL\IG.

ENSAYOS DE PODER PROTECTOR DE LOS SUEROS SOBRE OTRAS

SUBSTANCIAS Y SOBRE OTROS SUEROS

Conjuntamente con los ensayos que se han presentado, uno de
nosotros (Tabanera), ha efectuado algunas pruebas para poner
en evidencia el poder protector de los sueros clasificados por él
como « positivos » al mismo tiempo que destacar la diferencia neta
que exigste entre ellos con respecto a los « negativos ».

1° Acctén del reactivo deido sobre la caseina sédica (Merck). —
Se prepara el indicador de caseina en la siguiente forma:

Se prepara una solucién hidroaleohdlica agregando a 75 ecm?® de
agua, 25 em® de alcohol de 90°. A esta solucidn se le agrega un
exceso de caseina (més o menos 5 gr) y se hace hervir durante
unos minutos, luego agitando fuertemente la solucién. Iniciado el
hervor del liquido, se retira del ealor, se filtra al vacio en caliente

,

v el liquido obtenido asi, se lo envasa envidndose a esterilizacidn
en autoclave. Bl eolor que adquiere la solucién es: marrén claro
transparente (incipiente caramelizacién de la caseina).

Tubo ntdmero .... 1 2 3 4 5 6 7
Solucién de caseina ... 0,1 0,15 0,2 0,3 0,35 0,40 0,50
Reactivo deido ........ 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0
‘Lecturaalas24hs. ... 4+ 44+  +4+ F+++ FH++ A A+

Se aprecia de inmediato la intensa acecién de la solucién &cida
sobre la caseina. La precipitacién comienza a partir de la coneen-
tracién 0,10, pues los pequefios féculos suspendidos aparecen a los
60 minutos. '



Jumio, 1942

Jd. A. Tasanzra, P. MobpEry ¥ (. Rurr 499

20 Accion del reactivo dcido sobre lo mezcla suero normal/caseing
al 59, aprozimadamente

Tubo nlmero ............ 1 2 3 4 5 § i
Solucién de caseina ........ §1 0,15 0,2 0,3 0,35 0,4 0,5
Suwero normal .............. 01 01 0,1 0,1 0,1 0,1 9,1
Reactivo dcido .. .......... 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0
Lecturaalas24hs. ... ... .. + 4+ FH+ ++ ++4+  +++ -+

Por los resultados obtenidos aqui, se comprueba que la caseina
en presencia de un suero normal precipita con la misma intensidad
que estando sola a la concentracién de 0,35 ecm?.

Este experimento nos pone de manifiesto desde ya un ligere po-
der protector del suero normal, pero es de muy poea intensidad

dua precipita-

toda vez gue a lag 24 horas se han producido intensas

ciones en todos los tubos.

3% La mezcla suero positivo/caseinag ol 5 % aproximadamente :

Tubo DUMero ........ooovuun... 1 2 3 4 5 6 7
Suero positivo ................ 0,1 0,1 01 01 01 01 0,1
Solucién de ecasefna ............ 0,05 01 015 02 025 03 035
Reactivo deido ............. ... 3.0 3.0 30 3.0 3.0 3.0 3.0
Lectura a las 24 horas ........ 6 6 d d d n 0

Lia comparacién de estos resultados con los que se obtienen me-
diante la utilizacién de la solueién de caseina aisladaments y de la
misma en unién con el suero normal nos pone en evidencia en una
forma categérica que existe en el suero positivo un poder protector
de tal intensidad que es capaz de impedir la precipitacién de la
caseina hasta en la concentracién de 0,35 e¢m® para 0,1 em® de
suero positivo.

49 Accign del reactivo sobre la mezcla suero humano normal /suero
normal de cerdo, maclivado a.56°C:

Tubo nlmero ...... 1 2 3 4 5 6 7
Suero humano normal 0,05 0,1 0,i5 0,2 0,3 0,4 0,56
» normal decerdo 0,1 0,1 01 0,1 0,1 0,1 0,1
Reactive deido ... .. 3.0 3.0 30 3.0 3.0 3.0 3.0

Lectura a las 24 bs. . ++ ++ ++ +++ +++ +4+4+ +4+4++

59 Mezcla de suero humano posttivo/suero normal de cerdo inacti-
vado :

Tubo pOMEro .........ooovveun...

Suero humano positivo .......... 005 01 015 02 03 04 05
> normal de cerdo .......... 0,1 0,1 01 01 01 01 01
Reactivo deido ......... ... ..... 3.0 3.0 3.0 30 30 3.0 30

Lectura a las 24 horas ....... ... n n d d 0 0 0



500 EsTupio ANALITICO DE La SERO-REACCION, ETC. Vol X, N°* 4

Por estos resultados es evidente .que el poder de proteccidn del
suero positive es lo suficiente como para impedir la precipitacién
del suero normal de eerdo, elemento éste que, de por si, tiene una
canacidad Urnmn itante bastante manifiegta.

Ca Ualy L

RESUMEN GENERAL

1% Se estudia gquimicamente el preecipitado cbtenido en la rveac-
cibn del SO4.H, sobre el snero normal y patolégico. Como las
reaceiones de aminodcidos v proteinas obtenidas en el precipitado
fueron positivas, se procedié a determinar el punto isoeléetrico de
la substancia. Se comprobd que la zona de méxima precipitacién
en presencia de mezclas « buffer » se encontraba entre pH 4 y
pHS

La relacién entre el nitrégeno v el extracto seco del precipitado
corresponde al factor de conversién del nitrégeno a proteinas (6,25).

Por electrodidlisis eonseguimos precipitar cuantitativamente el
mismo precipitado de la sero-reaccién, pues el suero electrodializado
no da mas la «sero-reaccién ». Hste ensayo nos indica que el pre-
cipitado en su mayor parte corresponde a una globulina.

Al estudiar lag fracciones proteicas en sueros positivos y nor-
males se comprueba que la seudoglobulina normal no impide o im-
pide muy poco la precipitacién del suero, mientras la seudoglobu-
lina positiva denota un gran poder protector en todas las concen-
traciones estudiadas.

En el estudio cuantitativo del fraccionamiento proteico de sueros
normales y sueros positivos se nota un aumento en la fraceién seudo-
globulinica en log sueros positivos; también hay un aumento en
las euglobulinas de los sueros positivos. Hste aumento de la frac-
cién seudoglobulinica en los suercs positivos nos explicaria la no
precipitacién. Sin embargo podria tratarse de alguna substancia
que precipite con la seudoglobulina y que sea la causante de la no
precipitacién en los sueros positivos.

Finalmente en los ensayos hechos sobre otras substancias y sue-
ros, se pone de manifiesto el poder protector del suero positivo fren-
te a una solueién coloidal de caseina.



