Las fracciones proteicas del suero como antigenos diferentes

Por 1. PIROSKY

I
(GLOBULINAS

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

Para SoerenseN' toda solucidon de globulina obtenida por dilucidén y pre-
cipitacién por sales, aun la que se considera mejor purificada, presenta cuali-
dades de compuesto disociable, pudiendo de la fraccion Euglobulina separar
Pseudo y de ésta obtener siempre Euglobulina. Ademads, la disminucién de so-
lubilidad de la Pseudoglobulina a consecuencia de su preparacién, hace mds
dificil el problema. (Esta alteracidn de solubilidad es considerada por SOgrEN-
SEN como una despaturalizacion y por CHICK® como transformacién de Pseu-
do en Euglobulina).

El analisis biologico, mediante el shock anafilactico, de las globulinas frac-
clonadas por sales, tampoco ha evidenciade diferencias netas y constantes.
(Gay y ApLER®, DoERR y Rust!, DaLE y HaRTLEY®, y DOERR y BERGER'). SUA-
REZ ¥, combinando los métodos de dilucidn, precipitacidn por sales y electro-
ultrafiltracidn, obtiene fracciones especificas.

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

Preparamos solucioncs de globulinas (¢), (b) y (¢) de acuerdo a los métodos gue se de-
tallan mas abajo. determinando su naturaleza antigénmica, en esta oportunidad, por el shock
anafilictico.

Mérodos de elaboracién. — a) Fraccionamiento por sulfato de amonio:

Euglobulina: Suero /v, se precipita al %/s de saturacion y reprecipita cuatro veces. El altimo
ppdo. disuelto cn agua destilada se dializa hasta eliminacidn de sulfatos.

Pseudoglobulina: El primer filtrado de Euglobulina se completa a 4 saturacién. Esta ope-
racidn se realiza dos veces, reprecipitando luego dos veces mas a V4 saturacion. Estas soluciopes
tienen pH = 6.5, Se dializa.
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B) Fraccionamiento por sulfato de amonio y electrodid/isis: Las soluciones de Eu y Pscudo
obtenidas segbn (a) y dializadas hasta & = 10-* se eclectrodializan con 220 volts hasta
k=10

Euglobulina: El ppde. formado en el vaso del clectrodializador después de decantado ¢l
liquido sobrenadante, se lava, duranite el paso dec la corriente, con agua destilada y solucidn de
CINa »/1000, tantas veces como sea nccesario hasta que el lignido superior no acusc opales-
cencia con sulfzto de amonio a 14 sat. v el ppdo. no produzca espuma agitado cn agua elec-
rrodializada.

Pseudoglobuling: Se considera como tal la proteina que permancee soluble 2 una conducti~
bilidad del ordem 10-°. Se decanta ¢l liguido darante ¢l paso de la corriente.

¢) Fraccionamicnto por suifato de soda y elecrcodidfisis:

Euglobulina: Sc precipita el suero a 13.5 % con sulfato de soda anhidre a 37°C. EIl
ppdo. ¢s lavado con sulfato de soda al 14 % y reprecipitado cvatro veces previa cristalizacién
de 1a sal a 0°C. Se dializa y electrodializa basta & = 10-", Se decanta ¢l liquido sobrenadante
de clectrodiilisis v ¢l precipitado se lava como en ¢l caso anterior.

Pseudogiobufina: El ler. ppdo. de cuglobulina se completa hasta 21,5 % a 37°C (pH de
estos liquides 7,8). El ppdo. s lavade, agitando, con solucidn de sulfate de soda a 22 % a
fin de eliminar albGminz. Se reprecipita cuatro veces a la misma coneentracidn ilevando pre-
viamente una vez al 13,5 %. Disueito ¢l ppdo. final en agua destilada. sc dializa y electro-
dializa basta & = 10-", rccogiendo por separado el ppdo. y ¢l liguide sobrenadante,

Los ppdos. de Euglobulina se disuelven en solucidén de ClNa 3 %, y a las
soluciones de pseudo se afiade CINa al 1 9. ilevando rodos los liquidos a
pH = 6,8. Se filtra por bujia, dosando nitrdgeno por Kjeldahl.

Resultados del shock anafildctico. - Sensibilizamos para cada solucién se-
ries de 30 cobayos de 250 g por via subcutinea con un miligramo de proteina.
21 a 30 dias de incubacidn, desencadenando por via venosa.

CUADRO Nf 1
(Soluciones < a»)

Cobayo Proteina ) Proteina Donis O, .
N.o ] Sensibilizante Descnendenante mgrs. servaciones
: I
110 ' Euglobulina «a» i Euglobulina <a» 5 i 4+ 2m
103 \ » ~ Pscudoglobulm'l <a> 5 ‘ + 2,50
164 Pscuao"iobuhn'\ car » [ ; 4 2m
166 l » Eu"lobulxna <a> 5 i + 2m

Ias fracciones Eu y Pseudo preparadas segin « @ » no presentan especificidad.

CUADRO N* 2
(Soluciones « b »)

Cobayo Proteina Proteina I Dosis
N.o Sensibilizante ] Desencadenante i mErs. Observaciones
l
122 D } Euglobulina « #» ; Euglobulina < b> 5 + 2m
126 [ > » Pseudoglobulina = 4 » 10 Shock-Sobrevive
836 K . Psecudoglobulina « > | » > 5 - 2m
854 » > > | Euglobulina « &= } 10 Shock-Sobrevive

Los cobayos sensibilizados con las proteinas « b » tienen mavyor sensibilidad
a la globulina homodloga. La solucién de Pseudoglobulina presenta, atn des-

pués de electrodidlisis p;olonvada leve opaiescencxa con Sulf. de amonio al */;
de saturacidm.
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CUADRO N* 3
(Soluciones «¢»)

| i
Cobaye | Proteina Protcina Dosis { Observaci
S (L 8

Ne ‘ Scnsibilizante | Desencadennnte ‘ mers. prervagone:
527 8B Evglobuhna «<c¢> Euglobulina < ¢ » . 5 + 2m
531 » » » Pseudoglobulina « ¢ » | 20 —_1
580 » Pscudoglobulina « ¢ » » > 5 i + 1,30
721 » ‘ » » Euglobulina <« ¢» \ 16 \ —

El shock se produce solo entre proteinas homdlogas. El complejo Eu-Pseudo
estd sufictentemente disociado como para obtener antigenos especificos.

Pseudoglobulina por Sulf. de amonio y Sulf. de soda. — La Pseudoglobu-
lina obtenida por Sulf. de amonio entre el 33 v 50 % es un complejo (Ps-Eu)
gue se mantiene como tal a pesar del fraccionamiento repetido, didlisis v elec-
trodidlisis. Si durante esta Gltima operacidn se investiga la presencia de Euglo-
bulina en la fraccidén soluble de Pseudo por la reaccidn del sulfato de amonio
al */5 de saturacidén puede observarse gue la intensidad de la opalescencia dismi-
nuye con el tiempo pero gue 2 su vez disminuye la concentracion total de pro-
teinas en solucidn.

Disociacion del complejo Eu-Pseudo. - La fraccidén dencminada Euglobu-
lina precipitada por sulfato de soda, sulfato de amonic o por dilucidn al /4
con agua saturada de CO, es siempre un complejo Eu-Ps. cuyo contenido en
Pseudoglobulina decrece en ¢l orden de los métodos citados. Los tres métodos
permiten obtener una Euglobulina antigénicamente especifica siempre que se¢
agote su contenido en Pseudogiobulina. La facilidad con que se obtiene Eu anti-
geno especifico estd en relacidn directa con el contenido en Ps. del complejo
Eu-Ps. Por eso, la fraccidn precipitada al 13,5 %, con sulfatc de soda que con-
tiene gran cantidad de Pscudo, conviene reprecipitarla, después de dializada,
con agua destilada saturada con CO., que si bien, a su vez, precipita un com-
plejo Eu-Ps., su proporcién de Pseudo es tan pequefia que permite un rapido
agotamiento.

It
ArLsiMINa

Dare y HarTLEY * establecieron que la fraccidn albdimina es antigeno sen-
sibilizante y desencadenante, pero que a diferencia de las globulinas necesita
mayor tiempo de incubacidn v mayor dosis, y que la especificidad sélo es neta
entre albimina y euglobulina.

Para nuestras experiencias hemos empleado soluciones de zlblmina prepa-
radas segin los métodos de Pavurr® vy Howg ® este ultimo completado con
una electrodidlisis de 12 horas hasta k == 10-°

Sensibilizamos 30 cobayos de 250 g con un miligramo por via subcutéd-
nea -— 35 dias de incubacidn — desencadenando por viz venosa.

* Sobreviven sin ninguna manifestacion.
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CUADRO N* 4
(Albdming por Sulf. de amonio)

Cobayo Proteina l Proteina Douls ) .
N.o Sensibilizante i Desencndeunnte mers- Chservaciones
872 . Albérmina Albéimina 4 + 2m
875 | » | Pscudo 10 —
874 \ > Euglobuling 15 ! —
130 Euglobulina Albdmina 10 —
864 ' Pseudo s 10 —

(Albdmina por Sulf. de soda)
727 Albdmina Albdmina 5 &+ 2=
736 » Pscudo © 15 —_
734 > Euglobulina 10 —
513 B Euglobnlina Albdimina 20 —
585 | Pscudo » 10 —

Las soluciones de albdmina ¢btenidas por ambos métodos son antigeno es-
pecificos frente a Eu y Pseudo. Comparativamente e¢s mas ficil obtener una al-
biminz especifica por sulfato de soda, pues el método del sulfato de amonio
requiere una electrodiilisis prolongada y repetidos tratamientos con sulfato de

potasio /1000 para que la reaccidon con sulfato de amonio 2 14 sat. sea me-
gativa.

CONCLUSIONES

De las experiencias relatadas se deduce:
1* Es posible obtener dos globulinas de diferente naturaleza antigénica:
a) Euglobulina: ppda. por sulfato de soda, sulfato de amonio o CO.,
slempre que se agote su contenido en globulina soluble.
b) Pseudoglobulina: ppda. por sulfato de soda entre 13,5 y 21,5 9%.

2° La fraccién alblmina es antigeno especifico frente a Eu y Pseudoglo-
bulina.
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