
Las fracciones proteicas del suero como antígenos diferentes
Por I. PIROSKY

I
Globulinas

La diferente naturaleza antígéníca de las suero-globulinas no ha podido ser 
demostrada en forma inequívoca.

Para Soerensen1 toda solución de globulina obtenida por dilución y pre
cipitación por sales, aun la que se considera mejor purificada, presenta cuali
dades de compuesto disociable, pudiendo de la fracción Euglobulina separar 
Pseudo y de ésta obtener siempre Euglobulina. Además, la disminución de so
lubilidad de la Pseudoglobulina a consecuencia de su preparación, hace más 
difícil el problema. (Esta alteración de solubilidad es considerada por Soeren
sen como una desnaturalización y por Chick? como transformación de Pseu
do en Euglobulina).

El análisis biológico, mediante el shock anafiláctico, de las globulinas frac
cionadas por sales, tampoco ha evidenciado diferencias netas y constantes. 
(Gay y Adler5, Doerr y Rust4, Dale y Hartley5, y Doerr y Berger*5). Suá
rez r, combinando los métodos de dilución, precipitación por sales y electro- 
ultrafiltración, obtiene fracciones específicas.

Por nuestra parte, intentamos disociar del total de globulina del suero normal de caballo, 
una fracción insoluble en agua electrodializada que no contuviera proteina soluble ocluida o 
combinada y otra soluble en dicho medio, privada de la fracción anterior.

Preparamos soluciones de globulinas (a), (¿>) y (c) de acuerdo a los métodos que se de
tallan más abajo, determinando su naturaleza antigénica, en esta oportunidad, por el shock 
anafiláctico.

Métodos de elaboración. — a) Fraccionamiento por sulfato de amonio :
Euglobulina·. Suero 1/10, se precipita al 1/2 de saturación y reprecipita cuatro veces. El último 

ppdo. disuelto en agua destilada se dializa hasta eliminación de sulfatos.
Pseudoglobulina: El primer filtrado de Euglobulina se completa a 1/2 saturación. Esta ope

ración se realiza dos veces, reprecipitanco luego dos veces más a saturación. Estas soluciones 
tienen pH = 6,5. Se díaliza.
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δ) Fraccionamiento por sulfato de amonio y electrodiálisis: Las soluciones de Eu y Pseudo 
obtenidas según (u) y díalizadas hasta k— 10-“ se electrodialízan con. 220 volts hasta 
A = 10Λ

Euglobulina: El ppdo. formado en el vaso del clectrodíalizador después de decantado el 
líquido sobrenadante, se lava, durante el paso de la corriente, con agua destilada y solución de 
ClNa n/1000, tantas veces como sea necesario hasta que el líquido superior no acuse opales
cencia con sulfato de amonio a 1/2 sat. y el ppdo, no produzca espuma agitado en agua elec- 
trodializada.

Pseudoglobulina: Se considera como tal la proteina que permanece soluble a una conducti
bilidad del orden 10-u. Se decanta el líquido durante el paso de la corriente,

c) Fraccionamiento por sulfato de soda y electrodiálisis:
Euglobulina: Se precipita el suero a 13,5 % con sulfato de soda anhidro a 37°C. El 

ppdo. es lavado con sulfato de soda al 14 % y reprecipitado cuatro veces previa cristalización 
de la sal a 0°C. Se dializa y electrodializa hasta fz = 10~<l, Se decanta él líquido sobrenadante 
de electrodiálisis y el precipitado se lava como en el caso anterior,

Pseudoglobulina: El 1er. ppdo. de euglobulina se completa hasta 21,5 % a 37°C (pH de 
estos líquidos 7,8). El ppdo, es lavado, agitando, con solución de sulfato de soda a 22 % a 
fin de eliminar albúmina. Se reprecipita cuatro veces a la misma concentración llevando pre
viamente una vez al 13,5 %. Disucíto el ppdo. final en agua destilada, se dializa y electro
dializa hasta k — 10-t·, recogiendo por separado el ppdo. y el líquido sobrenadante.

Los ppdos. de Euglobulina se disuelven en solución de ClNa 3 % y a las 
soluciones de pseudo se añade ClNa al 1 %, llevando rodos los líquidos a 
pH = 6,8. Se filtra por bujía, dosando nitrógeno por Kjeldahl.

Resaltados del shock anafíláctico. — Sensibilizamos para cada solución se
ries de 30 cobayos de 250 g por vía subcutánea con un miligramo de proteína. 
21 a 30 días de incubación, desencadenando por vía venosa.

Cuadro N’ 1 
(Soluciones « a Y)

Cobayo !
N.o

Proteínn 
Sensibilizante

Proteína 
Desencadenante

Dosis 
mprs. O bs ervaci ones

110 Euglobulin a ·-■ zz > Euglobulína « a » 5 _j_ 2m
105 » > Pseudoglobulina ·<. a. 5 4- 2,50
164 Pseudoglobulina « a. » 5 ■p 2m
166 > > Euglobulína « a. » 5 -j- 2m

Las fracciones Eu y Pseudo preparadas según « a » no presentan especificidad.

CUADRO Ν’ 2
(Soluciones « b

Cobayo Proteína Proteína Dosis
N.» Sensibilizante Desencadenante mgrs- Observaciones

122 D Euglobulína « b » Euglobulina « ¿ » 5 + 2m
126 > Pseudoglobulina « b * 10 Shock-Sobrevive
856 K Pseudoglobulina « b » ■> 3 5 -j~ 2m
854 » > > Euglobulina « b * 10 Shock-Sobrev i ve

Los cobayos sensibilizados con las proteínas « b » tienen mayor sensibilidad 
a la globulina homologa. La solución de Pseudoglobulina presenta, aún des
pués de electrodiálisis prolongada, leve opalescencia con Sulf, de amonio al V3 
de saturación.
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Cuadro Ν· 3 
(Soluciones « c

..........
Cobayo

N.»
Protcína 

Se n ni bi 1 iza n te
Proteína

Desencadenante

Dosis 1

mgrs- : Observaciones

527 B Euglobulina « c » Euglobulina « c » 5 2ra
551 > Pseudoglobulina ce» 20 _  1
5S0 > Pseudoglobulina « c ? » > 5 + 1,50
721 > Euglobulina « c > 16 --

El shock se produce solo entre proteínas homologas. El complejo Eu-Pseudo 
está suficientemente disociado como para obtener antígenos específicos.

Pseudoglobulina por Sulf. de amonio y Sulf. de soda. — La Pseudoglobu
lina obtenida por Sulf. de amonio entre el 33 y 50 % es un complejo (Ps-Eu) 
que se mantiene como tal a pesar del fraccionamiento repetido, diálisis y elec- 
trodiálisis. SÍ durante esta última operación se investiga la presencia de Euglo
bulina en la fracción soluble de Pseudo por la reacción del sulfato de amonio 
al 1/3 de saturación puede observarse que la intensidad de la opalescencia dismi
nuye con el tiempo pero que a su vez disminuye la concentración total de pro
teínas en solución.

Disociación del complejo Eu-Pseudo. — La fracción denominada Euglobu
lina precipitada por sulfato de soda, sulfato de amonio o por dilución al Vio 
con agua saturada de CO2 es siempre un complejo Eu-Ps. cuyo contenido en 
Pseudoglobulina decrece en el orden de los métodos citados. Los tres métodos 
permiten obtener una Euglobulina antigénicamente específica siempre que se 
agote su contenido en Pseudoglobulina. La facilidad con que se obtiene Eu anti
geno específico está en relación directa con el contenido en Ps. del complejo 
Eu-Ps. Por eso, la fracción precipitada al 13,5 % con sulfato de soda que con
tiene gran cantidad de Pseudo, conviene reprecipitarla, después de dializada, 
con agua destilada saturada con CO2, que si bien, a su vez, precipita un com
plejo Eu-Ps., su proporción de Pseudo es tan pequeña que permite un rápido 
agotamiento.

II

Albúmina

Dale y Hartley c establecieron que la fracción albúmina es antígeno sen
sibilizante y desencadenante, pero que a diferencia de las globulinas necesita 
mayor tiempo de incubación y mayor dosis, y que la especificidad sólo es neta 
entre albúmina y euglobulina.

Para nuestras experiencias hemos empleado soluciones de albúmina prepa
radas según los métodos de Pauli y Howe 9 este último completado con 
una electrodiálisis de 12 horas hasta k = 10”5

Sensibilizamos 30 cobayos de 250 g con un miligramo por vía subcutá
nea — 35 días de incubación — desencadenando por vía venosa.

1 Sobreviven sin ninguna manifestación.
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Cuadro Ν° 4
(Aíóúmtnu por Sulf, de amonio)

Cobayo
N.»

Proteína 
Sensibilizante

Pro teína 
Desencíi de ur.ní e

Dosis
rngry. Observaciones

872 Albúmina Albúmina 4 + 2m
873 » Pseudo 10 —
874 Euglobulina 15 —
130 Euglobulin a Albúmina 10 —
864 Pseudo » 10 —

(Albúmina por Sulf. de soda)

727 Albúmina Albúmina 5 _j_ 2m
756 » Pseudo 15 —
734 » Euglobulina 10 —
513 B Euglobnlina Albúmina 20 —
585 Pseudo » 10 —

Las soluciones de albúmina obtenidas por ambos métodos son antígeno es
pecíficos frente a Eu y Pseudo. Comparativamente es más fácil obtener una al
búmina específica p’or sulfato de soda, pues el método del sulfato de amonio 
requiere una electrodiálisis prolongada y repetidos tratamientos con sulfato de 
potasio n/1000 para que la reacción con sulfato de amonio a J4 sat. sea ne
gativa.

Conclusiones

De las experiencias relatadas se deduce:
V Es posible obtener dos globulinas de diferente naturaleza antigénica:

a) Euglobulina: ppda. por sulfato de soda, sulfato de amonio o CO2,
siempre que se agote su contenido en globulina soluble.

b) Pseudoglobulina: ppda. por sulfato de soda entre 13,5 y 21,5 %.
2 9 La fracción albúmina es antígeno específico frente a Eu y Pseudoglo- 

bulina.
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