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Naturaleza de la reaccion de fijacion del
complemento

Il. = Influencia del fracecionamiente de los reactives
solre el equilibrio del sistema

Por R. R. de PIROSKY, I. PIROSKY y S. de YALOV

Al analizar en un trabajo anterior () algunos aspectos cuanti-
tativos de la reaccién de fijacién del compleménto, hemos conside-
rado: 1, la influencia de las relaciones mutuas de antigeno-anti-
cuerpo sobre el grado de combinacién del complemento; 2, accién
del exceso de antigeno sobre el producto de la reaccibn (comple-
mento - complejo fijador); 3, efecto de la dilucién sobre la combi-
nacién complejo fijador - complemento; v 4, cinética de la reaccién.
Pudimos entonces, en lo que concierne a la combinacién del com-
plemento con el antigeno sensibilizado, deducir que el grado de
esta combinacién depende siempre de la relacion antigeno-anticuer-
po. Ademas verificamos la existencia de mezclas de antigeno-anti-
cuerpo de naturaleza particular, esto es, caracterizadas por su mé-
xima capacidad de fijacién, por su maxima velocidad y por el hecho
de que en este caso el proceso de fijacién obedece a leyes de afini-
dad especifica no perturbadas por el estado de dispersién coloidal
de los reactivos que constituyen el sistema.

En el presente trabajo hemos creido necesario investigar desde
el punto de vista cuantitativo la influencia de la adicién f;accio-
nada de los reactivos sobre €l equilibrio final del sistema, pues nos
ha parecido que este método permitiria poner de manifiesto la
intervencién en el mecanismo de la reaccién de fendémenos debidos
al estado de dispersién de las sustancias que integran el sistema.

Para ello hemos utilizado el complejo fijador 6ptimo (*). Una

(*) Complejo fijador éptimo es la mezcla antigeno anticuerpo capaz de fijar
mayor dosis de complemento.

&
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vez determinada la cantidad de complemento que este complejo fija
cuando la reaccidn alcanza el equilibrio, se estudié si puede obte-
nerse dicho valor cuando las mismas cantidades de los integrantes
de la reaccién (complejo fijador por una parte y complemento por
otra) son puestos en contacto fraccionadamente.

Con este objeto fué necesario realizar tres experimentos: uno tes-
tigo —1.— en el cnal las cantidades de los reactivos se ponen en
contacto de una sola vez; otro —2.— en el cual la cantidad total
de complejo fijador se adiciona fraccionadamente al volumen total
de complemento v un experimento ultimo —3.— en el cual la can-
tidad total de complemento se adiciona fraccionadamente al volumen
total de complejo fijador.

MATERIAL

Antigeno. — Complejo glaeido lipido separado de bacterias del
género Brucella, tipo suis, cepa 305, segtin técnica de Boivin y
Mesrobeanu y con las caracteristicas ya indicadas en el trabajo
citado ().

Anticuerpo. — Sueros humanos de brucelosos en actividad o con-
valecientes, producidos por coagulacién espontinea de la sangre,
inactivados a 56°C durante treinta minutos y seleccionados consi-
derando su alto titulo en anticuerpo fijador de complemento (*).

Complemento. — Sangre de cavia obtenida por puncién de corazén
dejada una hora en edmara fria y otra a 37°C para su coagulacién.
Se mezela el suero obtenido de la sangre de por lo menos seis ca-
vias. Lia mezela se diluye 1/10 eon solucién de Na Cl al 0,9 %
v se la mantiene en cidmara fria a 0°-2°C. Se determina la dosis
hemiolitica minima (d.h.m.) frente a la mayor concentracién de
antigeno a ser utilizada en la reaccién. La d.h.m. asi determinada
se corrige en cada reaceién con respecto a la cantidad de suero
que entra en la formacién del complejo fijador empleado. Todos
los sistemas comparados entre si son realizados en el dia con la
misma solucién de complemento.

Sistema  hemolitico.— Lios  glébulos sensibilizados se preparan
mezelando volimenes iguales de una suspensién al 20 % de glé-
bulos rojos de carnero y 20 dosis hemoliticas de amboceptor, de

(*) Debemos este material a la gentileza del Dr. E. A. Molinelli, jefe de la Sec-
cién Estudios Epidemiolégicos del Instituto.
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manera que 0,5 c.c. de la mezcla contienen 5 unidades de ambo-
ceptor y glébulos rojos al 5 %. El indicador se sensibiliza durante
cinco minutos a 37°C en bafio de agua.

MEgTopo

1. Ezpertmento testigo.— En una serie de tubos se distribuye
0.2 c.c. de una mezcla constituida por volGmenes iguales de anti-
geno-anticuerpo en concentraciones tales que corresponden a un
complejo fijador optimo. Se agrega a cada tubo cantidades cre-
cientes de complemento, completando a volumen con solucién de
NaCl al 0.9 %.

2. Experimento de complejo fijador fraccionado. — Fn una serie
de tubos se distribuye cantidades crecientes de complemento; se
completa a volumen constante con solucion de NaCl al 0.9 %,. La
cantidad de complejo fijador (0.2 ec.c.) se fraciona en cuatro par-
tes que se adicionan sucesivamente a intervalos de quince minutos.

3. Experimento del complemento fraccionado. — En una serie de
tubos se pone 0.2 c.c. de complejo fijador y se agregan los voli-
menes de complemento correspondientes a los tubos del experi-
mento testigo, pero fraccionados en cuatro partes iguales, cada
una adicionada con un intervalo de quince minutos. Después de
la adicién de la Gltima fraccién se completa a volumen con solu-
cion de NaCl al 0.9 %.

En los tres experimentos indicados los tubos se mantienen a 37°C
en bafio de agua. Al finalizar el tiempo de incubacién en cada
tubo se pone 0.5 c.c. de glébulos rojos sensibilizados prolongandose
la incubacion treinta minutos. En este momento se hace la lectura
utilizandose como indiece de saturaciéon del complejo fijador por el
complemento la aparicién de hemdlisis (*).

RESULTADOS

Lios protocolos transcriptos en la tabla I permiten apreciar ca-
balmiente los diferentes valores obtenidos wmtilizando el método de
la adicién fraccionada de los reactivos cuando el experimento tie-
ne una duracién total de sesenta minutos.

(*) La utilizacién de poca hemélisis (pH) como indice de lectura nos ha dado en
el desarrollo de nuestros experimentos resultados comparables a los que sumi-
nistra el empleo del 50 9% de hemolisis como punto de referencia.
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En la tabla I se detallan los resultados obtenidos en la fijaciém
del complemento por una mezela de 0,02 c.e. de suero S. A. y 3,12
gamas de antigeno segiin que los reactivos hayan sido puestos en
contacto de una sola vez y fraccionadamente y se resumen en la
tabla II.

TaBLa II. — Resumen del protocolo N° 72 de la tabla I. Contidad de complemento
fijado por un mismo complejo fijador en reacciones realizadas segin experimento
1,2y 3

Suero: 0,02 c.c.

Complejo fijador
el g Antigeno: 3,12 gamas

1: Experimento testigo e e 1,90
2: » de complejo fijador fraccionado ........ 1,50
3. » de complemento fraccionado ........... 1,0

En un experimento de sesenta minutos de duracién (tabla II)
la cantidad de complemento fijada por un mismo complejo fijador
varia segln la forma de agregar los reactivos. En los experimen-
tos 2 y 3 dicha cantidad es menor que en el experimento 1 (tes-
tigo).

Ahora bien, segfin ya hemos demostrado (*) la cantidad de com-
plemento fijada por la wmidad de complejo fijador Optimo no
cambia al variar la concentracién de los reactivos entre log limites
estudiados (1 a 16).

Por tanto convenia determinar si las diferencias anotadas en la
tabla I se mantienen cuando varia la concentracién de los inte-
grantes de la reaccién. Para éllo hemos realizado los mismos expe-
rimentog 1 (testigo), 2 (complejo fijador fraccionado) y 8 (com-
plemento fraccionado) con complejos fijadores cuya concentracién
varia con una razén de 1/2. Con este propésito, se estudian en el
protocolo N* 73, tabla III, pag. 358, los sistemas A, B y C, en los
cuales la concentracién de los reactivos es: en A4, 0,04 c.c. de suero
A.S.-+ 1,56 gamas de antigeno; en el B, 0,02 c.c. de suero -~ 0,78
gamas de antigeno, y en C, 0,01 c.c. de suero -+ 0,39 gamas de
antigeno.

Puede apreciarse que las diferencias anotadas en la tabla I entre
la cantidad de complemento fijada por un mismo complejo fijador
seglin que log reactivos se pongan en contacto de una vez o fraec-
cionadamente se mantienen también en el caso de variar la con-
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Tasra I. — Protocolo N° 72. Cantidad de complemento fijado por un mism

Protocolo No 72

Complejo fijador en 0,2 cc.

Suero 8. A.
Experimento 3: Complemento fraccionado
Voltimen final de |
complemento c.c.| 080 1,06 1,10 1,20 1,30 1,40 1,50 1,60 1,70 1,80 1,90 2,0 2,20 ‘
om| 0,20 0,20 0,25 0,30 0,30 0,30 0,30 040 0,40 0,45 045 0,50 0,55
15™] 0,20 0,20 0,25 0,30 0,30 0,30 0,30 040 0,40 0,45 045 0,50 0,55
30m| 0,20 0,30 0,30 0,30 0,35 0,40 045 040 045 0,45 0,50 050 0,55
45m1 0,20 0,30 0,30 0,30 0,35 0,40 045 040 045 0,45 0,50 0,50 0,55
Sol fisiolégica . 1,40 1,20 1,10 1,0 ©¢9 08 07 06 05 04 03 02 —
60™ Sisten
90™ Lectura de
hemolisis . O (8] 151 H H H H H H H H H H
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complejo fijador en reacciones realizadas seguin experimento 1, 2 y 3.
0,02 cc. de suero
'3,12 gamas de antigeno
Experimento 2: Complejo fijador fraccionado Experimento 1: Testigo
C;:;ize— Solue. Lectu-
1,40 1,50 1,60 1,70 1,80 1,90 20 210 2,20 2,30 240 | 1o DO ra
1,40 08 (&5 g; o
1,50 07 | 5 .| ©
160 06 |= o3| O
. .. . . . —_ 2
0,05 ce. de complejo fijador en cada tubo, en los tiempos indicados. 1,70 0,5 éh 8 Tg:' o
1,80 04 |{S &5 o] O
S <
1,9 03 |, °_| o
20 02 |T g8l Y
2,0 01 |28 v,
0,80 0,70 0,60 0,50 040 0,30 0,20 030 — 220 — |0~ ®m
A
hemolitico
0 o ¥, H H " H H H H H 1 D. H m. =012 cc.
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Tarra 1II. — Protocolo N° 73. — Cantidad de complemento fijado por un mismo complejo fijador cuando
A

Protocolo N° 73

. . ﬂ
Suero: A. S. Complejo fijador en 0,2 ce E

Expertmento 3: Complemento fraccionado J

Volumen final de |
complemento c.c.[0,60 0,70 0,80 ¢,90 1,0 1,10 120 1,30 1,40 1,50 1,60 1,70 1,80 2,0

om 015 0,20 0,20 0,30 0,25 0,30 0,3¢ 0,35 0,35 040 0,40 045 0,45 0,50
157 0,15 0,15 0,20 0,20 0,25 025 0,30 0,35 0,35 0,35 040 040 0,45 0,50
30m 0,15 0,15 0,20 0,20 0,25 0,30 0,30 0,30 0,35 0,40 0,40 045 0,45 0,50
45m (0,15 0,20 0,20 0,20 0,25 0,25 0,30 0,30 0,35 0,35 0,40 0,40 0,45 0,50

Sol. fisiolégica . 1,4 1,3 1,2 1,1 10 09 08 07 06 05 04 03 02 —

60™ Sistem:ﬁ

90™ Lectura de
hemolisis . | O 0 0 7 34 H H H H H H H H H

Complejo fijador en 0,2 ce.

Volumen final de :
complemento ¢.c.[0,20 0,30 0,4¢ 0,50 0,60 0,70 080 090 1,0 1,10 |
|

o™ [0,05 0,10 0,10 0,15 015 0,20 0,20 0,25 0,25 0,30 g

15m 005 0,10 0,0 0,15 0,15 020 0,20 025 0,25 0,30

30™ 0,06 0,05 0,10 0,10 0,15 015 0,20 0,20 0,25 0,25

45m (0,06 0,05 0,10 0,10 015 0,15 0,20 0,20 0,25 0,25 ;

Sol. fisiolégica . (1,8 1,7 1,6 1,5 1,4 5,3 1,2 1,1 1,0 09 i
6™ Sistem::
90™ Lectura de i
hemélisis.. |0 o0 pH % H H H H H H l

C

Complejo fijador en 0,2 cc. h
Y
=

Volumen final de .
complemento c.c.| 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70 0,80

0™ 10,025 0,05 0,05 0,10 0,10 0,15 0,20 0,20

15™ (0,025 0,05 0,10 0,00 0,15 0,15 0,20 0,20

30™ 10,025 0,05 0,10 0,10 0,15 0,15 0,15 0,20

45™ 10,025 0,05 0,05 0,10 0,10 0,15 0,15 0,20

Sol. fisiolégica . [1,9 1,8 1,7 1,6 L,5 14 1,3 1,2
60™ Sistema
90™ Lectura de )
hemdlisis .. 0 0 Y, H H H H H
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sus conceniraciones varian en razén de /s, en reacciones realizadas segun experimentos L, 2y 3

0,04 cc. de suero
1,66 gamag de antigeno

Ezxperimento 2: Complejo fijador fraccionado Experimento 1: Testigo
Comple- Lec-
mento Solue.
0,60 0,70 0,80 0,90 1,10 1,20 1,3¢ 1,40 1,50 1,60 1,70 1,80 1,90 2,0/ 100 fisiol |, . . | tura
S & I=
R
1,20 08 52 2| 0
1,30 0,7 _g§~§ 0
1,40 0,6 |2, gg 0
0,05 cc. de complejo fijador en cada tubo en los tiempos indicados 1,50 0,5 g § 2 0
1,60 0,4 : o wl ©
1,70 0,3 |2 “g Y,
1,80 0,2 |a Z| H
o0 o1 |77 u
hemolitico 2,0 — H
0 0 0 0 0 0 (6] H H H H H H H 1d h m =012 cc.

0,02 de suero
0,78 de antigeno

5§ =
= e ™M
0,20 0,30 0,40 050 0,60 0,70 0,80 0,90 1,0 1,10 1,20 05 15|85 2| o
RS
060 14|52 gl 0
070 1,3 [EEE| 0
080 1,2 g5 2| pH
0,05 ce. de complejo fijador en cada tubo en los tiempos indicados | 0,90 1,1 | © 8 gl u
(]
1,0 10|33 | H
110 09 |$< E| H
. [ ] n
hemolitico 1,20 08 [& #m| H
0 © 0 0 7y A H H H H H i d. h.om. =0,2 ce.
0,01 ce. de suero
0,39 gamas de antfgeno
8 i
0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70 0,80 kT
020 1,8 [ % g| 0
0,30 1,725 &| 0
’ ’ S e
040 16 [SE 2| Y
0,05 cc. de complejo fijador en cada tubo en los tiempos indicados. 0,50 1,5 bt % gl '
0,60 1,4 [© < g H
’ 0,70 1,3 8rj S| H
hemolitico 08 1,23 #| H
0 %% H H H H H tdhom =012cc.
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centracién de los integrantes de la reaccién. Lios valores obtenidos
en los experimentos de la tabla IIT se resumen en la tabla IV.

Tapra IV. — (Resumen del protocolo N° 73, tabla IIT). Cantidad de complemento
fijado por un mismo complejo fijador cuando sus concentraciones varian en razémn
de /s, en reacciones realizadas segin experimentos 1, 2 y 3.

L Suero: 0,04 c.c. 0,02 c.c. 0,01 c.c.
Complejo fijador Antigeno: 1,56 gamas 0,78 gamas 0,39 gamas

1: Experimento testigo. 1,60 0,80 0,40
2: » de com-

plejo fijador fraccio-

nado .............. 1,30 0,60 0,30
3. Experimento de com-

plemento fraccionado 0,90 0,40 0,25

La lectura de estos protocolos sugiere que las diferencias ano-
tadas pueden estar condicionadas por el tiempo que dura la reac-
cién (sesenta minutos). KEn efecto, en el experimento 2 (complejo
fijador fraccionado) y en &l 3 (complemento fraccionado) la l-
tima fraccién adicionada en cada caso, s6lo puede intervenir en la
reaccién durante quince minutos antes de agregarse el sistema,
hemolitico y dadas las caracteristicas de la marcha del desgaste
del complemento por un complejo fijador 6ptimo en el cual la
mayor parte de los reactivos son transformados en los primercs
treinta minutos, la ultima fraecién se halla en presencia de con-
centraciones menores que la fraceién agregada inicialmente y eés
légico suponer que la velocidad de reaccién en estas condiciones
decrece debido a que en este momento gran parte de los integrantes
de la reaccién ya se han modificado.

Para establecer si las diferencias observadas en cuanto a la can-
tidad de complemento fijada entre el experimento testigo 1 y los
experimentos 2 y 3, se deben a una diferencia entre la velocidad
de reaccibén inieial y final o a una diferencia en el mecanismo
del proceso condicionado por el agregado de los reactivos en forma
fraccionada, determinamos el valor del complemento fijado en cada
expérimento en funcién del fiempo. Para ello, se realizan los tres
experimentos por triplicado, a fin de disponer en cada caso de
tres sistemas con diferente duracién: ¢) de 60, b) de 120, y
¢y de 180 minutos. En esta forma, al prolongar el tiempo de

Vol. XI, N° 8
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contacto de las Ultimas fracciones agregadas (15 minutos en el sis-
tema a), 75 y 135 minutos en los sistemas 0) y ¢) respectivamen-
te), la reaccién podri alecanzar el equilibrio a pesar de la menor
concentracién de log reactivos.

En la tabla V se transeribe el protocolo N? 75 en el cual se ha
determinado la cantidad de complemento que fija una mezcla an-
tigeno-anticuerpo en reacciones que duran sesenta, ciento veinte y
ciento ochenta minutos, realizadas segin expérimento testigo, ex-
perimento 2 (complejo fijador fraccionado) y 3 (complemento frac-
cionado).

Si consideramos que el valor de wune wnidad de complemento
medida como dosis hemolitico minima es de 0,10 c.c. en el sistema
gue dura 60 minutos y de 0,11 y 0,115 c.c. en los de 120 y 180
minutos, la sustaneia activa para la hemdlisis sufre una atenua-
cién de 10 y 15 9% respectivamente. Transformando de acuerdo a
esta atenuacién los valores del protocolo N° 75 obtendremos como
sustancia activa de complemento fijada (en cuanto a la heméblisis)
las cantidades que se indican en la tabla VI.

Tasra VI. — Resumen del protocolo N° 75 de la tabla V. Cantidad de complemento
ftjada en sustancia activa en los experimentos 1, 2 y 3, en tiempos diferentes.

Suero: 0.01 c.c.
Antigeno: 3.12 gamas
Complejo fijador
Duracién de los sistemas en minutos
60 120 180
1: Experimento testige ..................... 1,60 1,80 1,87
2: » de complejo fijador fraccionado 1,20 1,62 i,79
3. > de complemento fraccionado . 1,0 1,44 1,53

Es evidente que la cantidad de complemento fijada éen el expe-
rimento testigo 1 cuando la reacecién dura 120 minutos, sélo es gas-
tada en el experimento 2 (ecomplejo fijador fraccionado) cuando
el proceso se prolonga por 180 minutos. En cambio en el experi-
mento 3 la cantidad de complemento fijado es notablemente me-
nor. Considerando en cada experimento, los incrementos de la fi-
jacién entre los tiempos anotados expresdndolos en fracciones de
la cantidad previamente fijada (por ciento), los valores relativos
anotados en la tabla VII indican que en el experimento testigo el
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TaBra V. — Protocolo N° 75. Cantidad de complemenio fijada

Protocolo N° 75
Suero: J. B.

Complemento fijador en 0,2 ce. {

Volumen final de

complemento c.c.

Ezxperimento 3: Complemento fraccionado

0,80 0,90 1,0 1,10 1,20 1,30 1,40 1,50 1,60 1,70 1,80 1,90 2,0 2,10 2,20

0™ (0,20 0,25 0,25 0,30 0,30 0,35 0,35 0,40 0,40 0,45 0,45 0,45 0,50 0,55 0,55
157 0,20 0,25 0,25 0,30 0,30 0,35 0,35 0,40 0,40 045 0,45 0,45 0,50 0,55 0,55
30™ 0,20 0,20 0,25 0,25 0,30 0,30 0,35 0,35 0,40 0,40 0,45 0,50 0,50 0,50 0,55
45m [0,20 0,20 0,25 0,25 0,30 0,30 0,35 0,35 0,40 0,40 0,45 0,50 0,50 0,50 0,55
S. fisiolégica .......... 1,40 1,30 1,20 1,10 1,0 0,90 0,80 0,70 0,60 0,50 0,40 0,30 0,20 0,i6 —
a) 60™ Sistema
90™ Lect. dehemél.a).] 0 0 pH CH H H H H H H H H H H H
b)120™ Sistema
150™ Lect. de hemdl. b) .| 0 0 0 0 0 0 0 0O pH H H H H H H
c)180™ Sistema
210™ Lect. dehemél.c) [0 0 0 0 0 0 0O 0 0 0 Y CH H H H
a) 1 d. h. m. = 0,10 ce.
b) 1 d. h. m. = 0,11 ecc.
¢)1d h m =011 cc
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0,01 ce. de suero
3,12 gamas de antigeno

Ezperimento 2: Complemento fraccionado

Ezxperimento 1: Testigo

Comple- Lectura
mento Solue, el
0,90 1,0 1,10 1,20 1,30 1,40 1,50 1,60 1,70 1,80 190 2,0 2,10 2,20| e fisiol. [o_ o |90m 150m 210m
™ g
S @
1,0 1,202 £ 0 0 0
Q -
1,10 110[€21 0 0 0
0,05 ce. de complejo fijador en ¢/tubo en los tiempos indicados 1,20 1,0 g =210 0 0
Q ..
1,30 0,90@3 0 0 0
1,40 0805 E[ 0 0 o
- g ©
1,30 1,20 1,10 1,0 0,90 0,80 0,70 0,60 0,50 0,40 0,30 0,20 0,10 1,50 07002 gl o o o
.
hemolitico 1,60 0,60/ g/ 0 0 O
0 0 0pHCH H H H H H H H H L70 05010 S| Y2 0 0
, 1,80 0,40/ Sl H 0 o
hemolitico g =
1,90 0’3085 H o0 0
0 0 0 06 0 0 0 0 0 pH H H H 20 0200.c £l pH 0
hemolstico 210 010/ §|H H H
a8
o 0 0 0O O 0O 0 0 0 0 O up 2,20 —|eo2(H H pH
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incremento de la fijacién entre 60 y 120 minutos representa sélo
el 12 % de la cantidad que ha entrado en reaccién éen los primeros
60 minutos; mientras después de los 120 minutos el incremento no
es significativo. A su vez, en él experimento 2 (complejo fijador
fraccionado), la cantidad de complemento que entra en reaccién
entre 60 y 120 minutos equivale al 35 % del fijado hasta los 60 mi-
nutos, avanzando entre 120 y 180 sélo un 10 % con respecto a la

Tasra VII. — Incremento relativo por ciento del complemento fijado en los experi-
mentos 1, 2 y 3, segun tabla VI.

Suero: 0,01 c.c.
Antigeno: 3,12 gamas

Complejo fijador
Incremento por ciento entre:

60 y 120 minutos 120 y 180 minutos

1: Experimento testigo ................... 12 3,8
2: » de complejo fijador fraccio-

nado ... 35 10
3: Experimento de complemento fraccionado 44 6,2

cantidad fijada para los 120 minutos. Finalmente en el experi-
mento 3. (complemento fraccionado) estos valores representan el
44 y 6,2 9 respectivamente. Si se compara la marcha del proceso
en los experimentos 2 y 3 con el experimento testigo 1, se observa
que mientras este Gltimo alcanza el valor limite a los 120 minutos,
los experimentos 2 y 3 no lo consiguen tampoco a los 180 minutos.
Extrapolando puede inferirse sin embargo que en este ltimo tiem-
po los experimentos 2 y 3 se hallan préximos a sus valores limi-
tes. Las cifras anotadas en la tabla VII indican que en los sistemas
en los cuales los reactivos se afladen en fracciones sucesivas, el
proceso se realiza con una velocidad menor que en el experimento
testigo en el cual la concentracién inicial de los reactivos es mayor.

Si consideramos en los experimentos 1, 2 y 3 (tabla VI) la canti-
dad de complemento fijado cuando las reacciones llegan al equilibrio
(180 minutos) se observa que en el experimento 2 (complejo fijador
fraccionado) se obtiene un valor que sélo se diferencia en 4,2 por
ciento del experimento testigo 1, mientras en el experimento 3
(complemento fraccionado) esta diferencia es de un 18 % ; en este
altimo ecaso es evidente que una parte del complemento no entra
en reaccién.

Fol. XI, N° 3
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Ello indica que en las condiciones del experimento 3 se pone
de manifiesto la existencia de fendémenos de saturacién inespeci-
fica que actuando sobre el complejo fijador modifican las rela-
ciones cuantitativas entre éste y el complemento. Si se considera
el valor de esta modificacién y el hecho que se requiera condicio-
nes experimentales particulares para poner de manifiesto la exis-
tencia de estas fuerzas, es claro, que ellas son de caracter secunda-
rio en el mecanismo fundamental de la reaccibén estudiada.

Al comparar la cantidad de suero (0,04 a 0,01 c.c.) que entra
én la formacién del complejo fijador y la cantidad de material
al estado coloidal que ello significa, con respecto al material en el
mismo estacdo de dispersién contenido en el volumen de comple-
mento usado (0,2 c.e. de suero de cavia), las diferencias anotadas
en cuanto a la capacidad de fijar complemento entre el experimen-
to 3 (complemento fraccionado) y experimento 2 (complejo fija-
dor fraccionado) podrian adjudicarse a la désproporcién de ma-
terial extrafio presente en ambos reactivos. Es por ello que creemos
de interés el estudio de esta reaccién con las fracciones purifica-
das del complemento.

RESUMEN

1. — Se ha estudiado la influencia de la adicién fraccionada de
los componentes de la reaccién de fijacién del complemento sobre
el equilibrio del sistema mediante la realizacién de tres experi-
mentos: 1 (testigo), 2 (complejo fijador fraccionado), y 8 (com-
plemento fraccionado).

2. — Cuando los integrantes del sistema se adicionan de una vez
(experimento testigo) el término de la reaccién se alcanza en 120
minutos.

3. — Cuando los reactivos se adicionan fraccionadamente el lapso
necesario para aleanzar el término de la reaccién — equilibrio —
es mayor que en el experimento testigo.

4. — Cuando se adiciona el complejo fijador en fracciones suce-
sivas (experimento 2) la reaccién alcanza su término a los 180 mi-
nutos .y la cantidad de complemento fijada equivale al 958 % de
la cantidad de este reactivo fijada en <l experimento testigo.

5. — Cuando se adiciona el complemento en fracciones sucesivas
(experimento 3) la reaccién aleanza su término a los 180 minutos
v la cantidad de complemento equivale al 82 % de la cantidad
fijada en el experimento testigo.



366 NATURALEZA DE LA REACCION DE FIJACION DEL COMPLEMENTO Vol XI, N¢ &

6. — Cuando el complemento se adiciona en forma fraccionada
parte del mismo no interviene en la reaccién, revelando la existen-
cia de fenémenos de saturacién inespecifica del complejo fijador.

CONCLUSIONES

1. — La adicién fraccionada del ecomplejo fijador confirma desde
el punto de vista cuantitativo que la reaccién de fijacién del com-
plemento es un proceso que se realiza a imagen de las reacciones
quimicas.

2.—La adicién fraccionada del compleménto descubre en cam-
bio la existencia de fenémenos de saturacién inespecifica del com-
plejo fijador, de caracter secundario.

BIBLIOGRAFIA

() R. R. o2 Prosky, I. PiroskY y S. o8 Yarov. — Rev. Inst. Bact. < Dr.
Carlos G. Malbran >, 10: 242-257, 1941.




