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Propiedades agiutinantes de algunas
histonas y protaminas

Por 5. LAJMANOCVICH y N. MITTELMAN (%)

Estudiando la interaccién entre la histona proveniente de nicleos
de glébulos rojos de pollo y el virus de la influenza a objeto de
compararia con la gue observara Chambers y Henle (1) para pro-
tamina y virus de influenza, pudimos observar que tanto la histona
en estudio como también la protamina (clopeina) aglutinaban glé-
bulos rojos de pollo a altas diluciones.

La existencia de hemaglutininas fuera de las del suero no es por
supuesto ninguna novedad y entre ellas hay desde sustancias tan
simples como algunos colorantes basicos (eristal violeta, p. ej.) o
sales de metales pesados (Cu, Ni, Fe, La, ete.), hasta proteinas com-
plejas (albiminas) extraibles de algunas semillas vegetales como
la ricina, crotina, fascina, ete. o las provenientes de extractos de
algunas bacterias o levaduras, o las aglutininas para glébulos rojos
de pollo asociadas con el virus de la influenza, ete.

Especificamente, respecto de las propiedades aglutinantes de la
histona de nticleos de glébulos rojos de pollo o de la clupeina, no
hemos podido hallar ninguna referencia directa, salvo la observa-
cién de W. H. Thompson (?) citado por el Abderhalden, quien en
el afio 1900 al mezeclar sangre con protamina (al 1 %) para estu-
diar el retardo producido por esta Gltima sustancia sobre el tiempo
de coagulacién observa entre otras cosas «un agrupamiento de los
glébulos rojos dejando un sobrenadante claro de suero ». Veremos
mas adelante que la presencia del suero enmascaré la sensibilidad
del efecto.

(*) De la Seccién Virus del Instituto Baeteriolégico « Dr. Carlos G. Mal-
bran » de la Direccién Nacional de Salud pablica. Estos estudios fueron sub-
veneionados en parte por una donacién de la International Health Division de
la Fundacién Rockefeller.
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El fenémeno tal enal lo observamos nosotros consiste en lo si-
guiente: cuando una solueién diluida (1/50.000 p. ej.) y aproxi-
madamente neutra de histona ¢ protamina se mezcla con una sus-
pensién de glébulos rojos de pollo en solucién fisiolégica, al eabo
de 5 a 10 minutos comienza una floculacién acelerada en grumos
mas o menos grandes de glébulos y al eabo de unos veinte minutes,
la sedimentacién de los mismos es practicamente total, quedando
el resto pegado a las paredes del tubo; estos grumos pueden rom-
perse con relativa facilidad dando una suspensién de aspecto ho-
mogéneo pero que estacionada vuelve a sedimentar totalmente en
uno a dos miputos.

El1 objeto de este trabajo es estudiar cuantitativamente el fend-
meno, determinar la sensibilidad de diferentes glébulos y bacterias,
observar el efecto de un exceso de « aghitinina » o de « aglutindge-
no », estudiar la adsorcién de la «aglutinina » por el glébulo, dis-
cutir Ia aceidn de sustancias inhibidoras y el efecto del calor y aci-
dez gobre la histona, ver como se comportan histonas de diferentes
origenes, y finalmente tratar de extraer aglutininas de glébulos
rojos no nueleados.

MATERIAL UTILIZADO ¥ METODOS

Preparacién de histona de micleos de glébulos rojos de pollo. —
Se siguié en general el método de Kossel modificado por Bang ()
de extraceién clorhidrica de histona a partir de nteleos de glébulos
rojos de ganso; los nhiecleos a su vez se prepararon casi sin excep-
cién hemolizando los glébules con agua destilada a 40°C segtin
aconseja Plenge (*). En algunos casos utilizamos para el aislamien-
to de nicleos el método recientemente descripto por Dounce y Tien
Ho Lan (®), guienes utilizan saponina como agente hemolizante.
Con el segundo método se obtiene con mayor facilidad una susper-
sién de ntcleos libre de hemoglobina, aunque respecto de la histona
final ambos métodos dan resultados anilogos.

Aislamiento de niicleos de globulos rojos de pollo (¢).— La sangre citrata-
da se lava por centrifugaciéon dos o tres veces con solucién fisioldgica, luego se
toman los glébulos con una gran cantidad de agua destilada (unos 3 litros para
150 ml de glébulos) y agitando continuamente se¢ mantiene una hora a 40°C,
se lo agrega luego una solucién concentrada de cloruro de sodio hasta llevar el
total a 0.9 %, después de media hora se decanta el sobrenadante y la opera-
cién se repite hasta obtener un sobrenadante libre de hemoglobira. La suspen-
sién de nteleos asi obtenida es de un color amarillo intenso,

Obtencion de la histoma (3). — Los nicleos provenientes de unos 60 ml de
glébulos centrifugados, se extraen agitando durante ecuatro horas con HCI 0.8 %,
so centrifuga y el sobrenadante limpide o ligeramente turbio se dializa contra
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agua destilada hasta reaccién negativa de cloruros; si hace falta se vuelve a
centrifugar el liquido y del sobremadante se precipita la histona por agregado
cuidadoso de NaOH 0.1 N hasta pH aproximadamente igual a 10.4; se centri-
fuga inmediatamente, el precipitado se redisuelve en agua ligeramerte clorhi-
drica y el tratamiento con NaOH 0.1 N ge repite 2 6 3 veces. Finalmente el
precipitado blanco de histona se lava una o dos veces con poca agua, se redi-
suelve en agua ligeramente clorhidrica y se deseca por evaporacién al vacio del
producto congelado (¥).

El clorhidrato obtenido se presenta en forma de un polvo blareo, muy li-
viano, faecilmente soluble en aguna que precipita en forma coposa por agregado
de 4leali (pH 10.4) siendo soluble en un exceso del mismo. Da una reaecién de
Bivret intersamente positiva y una reaccién de Molish negativa,

Preparacion de histona de nicleos de globulos rojos de pavo.— Se siguid
exactamente el procedimiento que antecede, obtemiéndose un producto final en-
teramente andlogo en su aspecto y propidades gemerales al deseripto.

Histona de timo. — Nos fué facilitada por el Dr. Mendive, quien la ha pre-
parado por el método de Felix y Harteneck (6).

Protaming (clupeina). — Utilizamos el producto comercial de la B.D.H.

Técnica de aglutinacion. — Se utilizé en todos los casos, suspensiones de glé-
bulos al 2 % en fisiolégica, utilizando el método de observacién descripto por
Hirst para virus de influenza (7). Las suspensiones de bacterias, que en todos
los casos habian sido muertas por calor, contenian 5.000 millones de gérmenes
por ml y nos fueron facilitadas por los Dres. Miravent y Pirosky.

a) Sensibilidad fremte a diferemtes glébulos y bacterias.— Los
cuadros (I, II, IIT y IV) adjuntos, reproducen los resultados de

Cuspro 1

Aglutinacién de glébulos rojos por histona de glébulos rojos de pollo

Titulado Concentracién Sl‘e la h:stona Nen mgr /ml

con il;bulos 5 L 05 | 025 '01125 § § E '2;‘ % '6; éx
! . s o | o) ® ~i o —

Paloma ... | — | — | == { + | 34|44+ | a4+ {4+ |44+ 44| 2+
Sapo ...... — | — |2+ 4+ 4+ 4+ 44| 4+ | 44| 4+ | —
Huwrén ...... — | = — | + 12+ 4+| 4+ 4+ 44+ {3+ + | —
Pollo ...... — | — 0 — 2+ (3+ |4+ ]| 44+ 14+ 3+1 24+ — | —
Conejo .... |3+ |4+ |4+ {4+ |4+ |44+ 44+{4+{34+] 2+ — | —
Humano ... — = — | — | + |4+ 4+ 44+ 4+ 24+ — | —
Oveja ..... — | — | — — | 3+ |4+ |4+ |4+1 24+ — | — | —
Cabra ... .. — | — | — |24+ ]|44+ |4+ 8+ 24| — | — | — | —
Ternero .... | 3+ |4+ | 4+{ 44+ 44+44+1 + | — | — | — | — | —

Leidas después de 2 horas a temp. ambiente. pH de la solue. de histona = 7,5.

(*) La evaporacién al vacio da un producto de mejor aspecto y de més
fhcil redisolucién que el que se obtiene por desecacién con alecohol-éter como
aconseja Banea (8).
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una titulacién de histona y protamina frente a glébulos de diversas
especies y algunas suspensiones de bacterias.

Cuapro 11

Aglvlinacién de bacterias por histona de nilcleos de glébulos rojos de pollo

Concentracién de histona en mgr/ml

Titulad & d d 2 i

Hado con 2 1 | 05|02 |0125] ¥ % 3 | = ' ‘E

| e | =2 le | <
Bacillus proteus ........ | — ] — | — ’ - | — | 34144+ 44| 2 I —
‘Bacillus paraiificus ... | — | 4+ |4+ |3+ — | — | — | — | — | —
Stafilococcus aureus ... | — ( — | — | — |4+ | 4+ | 4+ 4+ — | —

Lefdas después de 2 horas a 37° C; pH de la solucién de histona = 7,5.
Cuapro III
Aglutinacion de glébulos rojos por protamina (clupeina)
- Titulado Concentracién de p{)\rotamij‘la en :ngr/ml

oon gdl:})ulos 2 1 0,5 | 0,25 |0,125 3 % % -9 3 3

slalalals 4
Paloma ........ 44 | 4+ | 4+ 4+ 44| 4+ | 44+ | 4+ | 4| — | —
8apo ... 44+ 44+ |4+ | 4+ | 4+ 4+ | 44+ | A + | — | —
Hurén ......... 4+ | 4+ 44| 44+ 44+ | + — | - =] — | —
Pollo .......... 44| 44+ 4+ | 4+ | 4+ 44+ 4+ |3+ — | — | —
Conejo ........ G4 d+ | 4+ | 4+ 4+ 4+ 2+ ] — | — ] —
Humano .. .. ... 44| 44| 4+ | 44+ 44+ 3+ 2+ — | — | — | —
Oveja ......... 44+ 44| 4+ 44|34+ 24+ — | — | — — [ —
Cabra .......... 44+ 4+ |4+ 4+ 2+ +{ — | — 1 — | — | —
Ternero........ 44| 4+ {4+ 34+ 24+| — | — | — | — | — | —

Leidas después de 2 horas a temperatura ambiente; pH de sol. protam. = 7 5.

Cuapro IV

Aglutinacién de bacterias por protamina (clupeina)

Concentrac. de protam. mgr/ml
Titulado con
1 0,5 0,25 0,125 [6,2x10-%)3,1x10-2{1,6x10"?
Bacillus proteus ........... 44+ | 2+ — — — — —
Bacillus paratuficus ... ... .. 14 — — — — — —
Stafilococcus aureus ... ... .. 44+ |44+ |44+ |44+ |44+ |2+ —

Leidas después de 2 horas a 37° C; pH de la solucién de protamina = 7,5.
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Los resultados indican claramente que la histona proveniente de
nticleos de glébulos rojos de pollo, aglutina inespeecificamente sus
propios glébulos rojos o los de cualquier otra especie, nucleados o
no; que también aglutina bacterias; que la dosis aglutinante mini-
ma varia con los diferentes glébulos o bacterias siendo en algunos
casos del orden de 2 y/ml, ¥ que en todos los casos la aglutina-
cién presenta un definido fenémeno zonal analogo al observado en
inmunologia (%).

Aun cuando el comportamiento de la protamina es en linecas ge-
A

maoralay airmilan ol Aa 1o higtams am 2l camtida ~ra doeThiben oz dod oo
nerales similar al de la histona en el sentido {ué taiioiell aglutiiia

$€5 jar 4 i 3
mespecificamente cualguier clase de glébulos ¢ bacterias, es evi-

(s}
lgu .
dente gque la dosis aglutinante minima requerida en este caso es
mayor, siendo -del orden de 8 v/ml y que ademés en ningin caso
presenta el fendmeno zonal que caracteriza a la histona.

b) Efecto de un exceso de « aglutining » o de « aglutindgena s -—
El objeto es estudiar el desplazamiento del fenémeno zonal obser-
vado para el caso de la histona, para concentraciones variables de
los glébulos (aglutindgeno).

El cuadro N® V reproduce un resultado tipico con glébulos de
pollo.

Cuadro V

Efecto de un exceso de « aglutining » o aglutinégeno

Concentracién Concentraciéon de histona en mgr/ml
de globulos 9 N < = - 7
de pollo 2 i 0,5 | 0,25 |0,125 % % b E E %
% sl s la]s]2
0,5 — | = = e e e a2 4] —
1 — = x| +lz+lae+lar]at]atis+] —
2 — ] — | + |34t |4+|dF]a+ |4 F[2+] —
3 — e s At arlatata] + | —
4 - + (34+(4+4+14+]44+14+ 14+ + —

Leida después de 1 hora a temperatura ambiente.

Es evidente que al aumentar la concentraciéon de glébulos la pro-
zona de aglutinacién se hace cada vez menor. En este sentido el
comportamiento de la histona es muy similar al gue presentan mu-
chas reacciones de antigeno-anticuerpo. '

¢) Adsorcion de lo <aglutining s por el glébulo.— El cuadro
N¢ VI muestra la adsoreién de la histona de nticleos de glébulos
rojos de pollo por glébulos rojos de pollo, para concentraciones va-
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riables de ambos. Si se tiene en cuenta que una dosis aglutinante de
histona contiene de 4 a 2 v/ml se ve que con soluciones dilunidas de

Cusbro VI

Adsorcion de la « aglutinina » por el gldbulo

Conentracion de la histona antes de la adsorcién
. . megr /ml
Concentracion
de glébulos 0,5 l 0,25 | 0,125
% Concentracién de hist. en sobren. mgr/mi
0,5 0,256 0,082 0,016
1 0,164 0,048 0,012
2 0,125 0,040 0,004
4 0,082 0,012 —
8 0,012 — —_

1,5 ml de suspensién de glébulos se agitan con 1,5 ml de soluc. de histona; des-
pués de 45" se centrifugan titulando los sobrenadantes en la forma usual. La expe-
rienecia fué hecha por triplicado y a temperatura ambiente.

glébulos y concentradas de histona, se consigue adsorber hasta de
100 a 200 veces la dosis aglutinante. Con todo y debido a errores
experimentales inherentes al método de titulacién los datos no son
todo lo concordantes que seria de desear.

d) Estabilided frente al calor y a los deidos; influencie del pH
sobre la agiutinacion. — De acuerdo con la reconocida estabilidad gui-
mica de las protaminas o histonas, éstas se pueden manejar entre
limites muy amplios de pH (3 a 10) o calentar a ebullicién hasta
durante 1 hora sin pérdida sensible del poder aglutinanie. Lo mis-
mo puede decirse respecto de la influencia del pH sobre la agluti-
nacién. Entre 5,5 y 8,7 el titulo es independiente de la acidez.

¢) Sustancias 1mhibidoras. — Una manera indirecta de corroborar
que es la molécula de protamina o histona la responsable del fend-
meno de aglutinacién, es considerar el efecto que tienen sobre la
misma, sustancias que como el dcido nucleico presentan la propie-
dad de combinarse con aquéllas. En el cuadro N° VII puede apre-
ciarse dicho efecto.

En este euadro puede observarse que cuando la relacién en peso
de acido nuecleico a histona es de 1:1 o mayor, la inhibicién es to-
tal. Un fendémeno andlogo se observa para una relacién de &cido
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‘nucleico o protamina de 2:1; ambos resultados concuerdan con las
proporciones en que Aacido nucleico e histona o protamina
se hallan unidas en las combinaciones naturales. [Ackerman (°) y
Kossel (19)].

Cuapro VII

Inhibicion de la aglutinacion por dcido nucleico

Concentracién de la Concentrac. del 4cido nucleico gr/ml
histona (H) o prota- | 1560 | 171000 | 1/2000 | 1/4000 | 1/8000 | 1/16000 | 1/32000
mina (P) -
gr/ml Aglutinacién
| l I ! I |
agua 0 0 U] 0 0 Q 0
H/2000 0 0 0 4 + 4+ 4 4 4
P/2000 0 0 | 4 + 4 + 4 4 4+ 4 -

pH de la solucién de histona: 7,1-7,2.
H 7o

iAn npatarnina s 71
e la sclucién de protamina: 7,1-7,2.

d
pH de la solucién de deido nucleico de timo: 7,0-7,1.

Otra propiedad clisica de las protaminas y que en mayor o me-
nor grado es también extensible a las histonas es su propiedad de
precipitar con las proteinas superiores; por lo tanto liquidos con
alto contenido proteico deben tener una marcada aceién inhibidora
sobre la propiedad aglutinante. El euadro N® VIII lo corrobora.

Cuapro VIII

Inhibicidn de la aglutinacidn por suere normal de cabra

Concentracion Concentracién del snero normal de cabra
de la -
histona () o prota- | /% | 18 |16 | 132 | 164 | 17128 17256 | 1/512 [1/1024]1 /2048
mina (P) Aglutinacién
A
agua 0 0 0. 0 0 0 0 0 0 0]
H/20.000 0 0 0 0 0 0 0 441444+
P/20.000 0 0 0 0 0 1+ 4+|4+]4+|4+

f) Comportamiento de histonas de dwersos origenes. — El cuadro
Ne¢ IX muestra el comportamiento frente a glébulos y bacterias, de
otrag dos histonas: la de timo y la proveniente de los nteleos de
glébulos rojos de pavo.

Puede observarse que mientras que el comportamiento de la his-
tona proveniente de nteleos de glébulos rojos de pavo es totalmente
similar a la que proviene de glébulos rojos de pollo, la histona de
timo en cambio da resultados negativos ain en soluciones concen-
“tradas.



Comportamiento de histonas de diversos origenes

Cuabro IX

Concentracién de histona

de nticleos de glébulos rojos de pavo

mer fml Concentracién de histona de timo mgr/ml
Ttitulado . o - « N
con: 2 8 L : . 7 7 ] = - S 7
1 05 | 025 x X z = = = 2 1 05 | 025 % X z % 2
g ls | 25| x| x| x gl 2 2] x
— © ) P w© < ] - © o — )
Gléb. desapo..| 44+ | 4+ | 44+ | 4+ 44+ 14+ |44+ | 3+ — — — — — — — — — —
Id. humanos ...| — + 2+ 144+ |4+ 44+ 144+ |3+ + — — — — — — — — —
Id. de pollo ...| — 24+ 4+ 14+ 14+ 4+ a4 a4 |2 — — — — - — — _ _
Id. de oveja ...| — — R B e B B S B I T — — | - | — - | — — — —
Bac. proteus — 13+ 14+ |44+ |4+ a+ | 4+ — — — — — — — — — — —
Bac. paratific. .| 4 + | 44+ | 4+ | 3 + =+ — — — — — — — — — — — — —

7P6T "ouqdag
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g) Obtencion de una fraccion proteice aglutinante, del estroma de
glébulos rojos mo nucleados. — Se considerd de interés intentar ex-
traer de gldbulos rojos no nuecleados, tales como log humanos y de
oveja, una fracciéon obtenible mediante un procedimiento similar
2] seguido para la obtencién de la fraceidn proteica histénica de
los globulos rojos de pollo. El procedimiento que hemos encontrado
mas ventajoso y practico se aparta en algunos aspectos del deseripto
para la obtencién de la histona de glébulos de pollo y ha consistido
en lo siguiente.

Separacion del estroma de glébulos humamos y de oveja. — Se comepzd por
filtrar los glébulos recogidos sobre citrato a través de doble gasa y se lavaron
por tres veces con solucién fisiolégica separando los glébulos del medio de
lavado por centrifugacién. Tos glébulos lavados fueron hemolizados segin Ia
técnica de Bang (11) poniéndolos en presencia de 10-20 veces su volumen de
agua y sometiéndolos a agitacién mecinica enérgica durante 1-2 horas a las

El calentamiento suave a 40°C aconscjado por Bang para favorecer la he-
moélisis no resultd conveniente en este caso, por la lentitud cou que tiene lugar
la sedimentacién del estroma por este tratamiento. Por reposo durante 6-12
horas a 4°C se tiene un sobrenadante limpido y un precipitado voluminoso
que retiene una buemna parte de hemoglobina. Se suspende el sedimento en el
volumen original de agua y se hace burbujear CO,, ete. Hste tratamiento se
repite hasta que el sobrenadante rvesulta limpido y practicamente incoloro; el
estroma exhibe entoneces un color pardo clavo (oveja) o ligeramente rosado
(humano). Los glébulos humanos requieren un ntmero de lavados easi doble
que los de oveja ofreciendo aquéilos mayor difieultad para purgar el estroma
de los Gltimos vestigios de hemoglobina. Finalmente, se centrifuga el sedimento

proveniente de la Gltima decantacion.

Extraccion de wna fraccion proteicd del estroma.— El estroma asi preparade
resuspendido en un volumen pequefio de agua, se extrae con CIH al 0,8 %,
durante 4 horas a 0°C y agitando continuamente; se centrifuga inmediatamen-
te a 3.000 r.p.m. durante 45 minutos (en ocasiones es necesario centrifugar
3 9.000 r.p.m. por media hora para obtener un sobrenadante limpido). EI
sobrenadante limpido se pome a dializar en tubos de celofan contra agua co-
rriente durante 2-3 dias a 4°C. A las 48 horas se puede observar ya la apa-
ricién de un precipitado en correspondencia con un valor aumentado para el
pH de 6,0-6,5. Se ha encontrado mas practico este procedimiento de preeipi-
tacién por elevacién del pH por didlisis que el procedimiento seguido por
Kossel consistente en tratar el liquido Acido proveniente de la extraeceién clor-
hidrica, econ CINa a saturacion y didlisis del precipitado resuspendido en agua.
El liquido turbio proveniente de la diAlisis se cemtrifuga y el precipitado se
resuspende en un pequefio volumen de agua destilada. Por adicién de C1H 0,1 N
se obtiene su casi total redisolueién a un pH entre 5,7 y 6,0 en tanto que
reprecipita por adicién de NaOH 0,1 N redisolviéndose en un exceso del reac-
tico (pH 8,8-9,0). Por wepeticién de este tratamiento de disoluncién con el reac-
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tivo 4cido y veprecipitacién con el reaetivo alealino a la temperatura del hielo
fundente, y separaciéon por centrifugacién de las primeras porciones fuerie-
mnte coloreadas de marrén precipitadas por alcalizacién, se logra obtener una
fraceién que en solucién es practicamente incolora. Finalmente la golucidn

clorhidrica congelada, se desecéd por evaporacién al vacio.

Se obtuvo asi en ambos easos (humano y oveja) un producto su-
mamente liviano de un color blanco de aspecto iomogéneo, insoluble
entre pH 6,0 v 8,6 y que exhibe una reaccién intensa de Biuret y
una reaccién negativa de Molish.

De las caracteristicas anotadas es evidente aue la fraceién pro-
teica aislada no pertenece al grupo de las histonag asemejandose
més bien por su insolubilidad en medio neutro y su extraccién en
medio acido a las llamadas « metaproteinas ».

Dada la insolubilidad del producto no fué posible comparar su
comportamiento como « aglutinina » en condiciones idénticas a las
utilizadas para las protaminas o histonas.

En el cunadro N? X se estudian sus propiedades aglutinantes &
diferentes pH con los controles correspondientes para evitar aglu-
tinaciones inespecificas debidas a la acidez.

Los resultados muestran claramente que la fraecién proteica ex-
traida del estroma de glébulos humaros y de oveja, aglutina con
sensibilidad variable gldbulos de diferentes especies, inclusive log pro--
pios. Esta propiedad se revela convenientemente a un pH 5,0 a 5,5
que no afecta todavia la estabilidad de los glébules y al cual la
fraccién proteica se halla totalmente disuelta.

DigcusioN

Los experimentos acumulados no dejan lugar a dudas respecto
de las propiedades aglutinantes de algunas histonas y protaminas;
mas atin, en lineas generales indicarlan que se Lrata de una pro-
piedad genérica del grupo, vineulada de alguna manera con el ca-
racter basico de las mismas, como lo corroboraria el hecho de que
Ia histona de timo definitivamente menos hésica que la proveniente
de glébulos rojos nucleados no presenta dicha propiedad. Sin em-
bargo, en contra de esta interpretacién general estaria el hecho
de que en todos los casos la histona de nucleos de glébulos rojos.
es activa como aglutinina a diluciones mayores que la protamina,
a pesar de que esta ultima es mdas basica que aquéllas. No debe
olvidarse tampoeco que una definida diferencia entre el comporta-
miento de histonas y protaminas es el fenémeno zonal que presen-
tan las primeras y que no hemos podido constatar para la protami-

na ni atin en soluciones al 1 %.
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« Aglutining » proveniente de estroms de glébulos rojos no nucleados

Cuapro X

Aglutinin <

Concentracién de la aglutinina mgr /ml

pH ; .“i’ OIS T ki
0,5 0,25 0,125 X % % S =

Glébulo ~ - © X X

© ) — 0 i

4.8 H/P 44+ {44 |44 | 44+ 44+ | 3+ 2+ —
4,8 o/p 4+ |44+ |4+ a4+ 34+ 24+ |1+ _
4.8 Buffer/P — — — — — — _ .
5,2 /P 44+ |44+ |4+ 1341 +] — _ _
52 o/P 44 |44+ |44+ 2+ — — — —
5,2 Buffer/P — — — — — — — _
5,3 H/P AY |3+ l2+| — | = | = — =
5,8 0/P s+ 3+l = = = = =
58 Buffer/P — — — — _ - _ .
6,1 H/P o+ |14 | — | — |7 = N I
6,1 0/P 24 14+ — | — | = | = | — | —
6,1 Buffer/P —_ — — - — — — _
48 H/H 4 |4+ |44+ |3+ |2 - — =
4.8 Buffer/H — — — — — _ _ _
5,2 H/H 44+ |24+ |1+ ]| — — — — =
5,2 Buffer/H — — — — — — — _
5,8 H/H 1+ | =+ — — — —_ — _
5,8 Buffer/H — — — — — _ _ .
6,1 o/ T = ~ —
6,1 Buffer/H — — —_ — — . . _
4,8 0/0 44+ | 2+ =+ — — — — —
48 Buffer/O —_ — — — — — — _
5,2 00 s i+ | — | - [ = | = — =
5,2 Buffer/G — — _ — _ _ _ .
5,8 0/0 24+ | 1+ — — — — — _
5,8 Buffer/O — — — — — — — .
6,1 0/0 1+ — — — — — — —
6,1 Buffer/O — - — —- — — — —

H = humano; O = oveja; P = pollo.

En cuanto a los experimentos con estroma de glébulos no nueclea-
dos (humano y oveja) aun cuando parecen demostrar que el mismo
no contiene histona, resultaron muy interesantes pues permitieron
extraer una fraceién proteica insoluble en medio neutro y soluble
en medio alealino y acido, capaz de actuar en soluciones como aglu-

tinina inespecifica frente a glébulos de diferentes especies.
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Hasta este momento podemos afirmar pues, que del ntcleo o del
estroma de diferentes glébulos elegidos al azar, y esto pareceria in-
dicar que la propiedad es general, es posible extraer una fraccién
proteica (histénica en el caso de los nucleados) capaz de aglutinar
los glébulos de cualquier especie, inclusive los propios, con sensibi-

lidad variada.

ResuMEN

19 — Se describe la propiedad que presentan algunas histonas y
protaminas de aglutinar inespecificamente glébulos rojos y bac-
terias.

El titulo de la histona proveniente de nteleos de glébulos rojos
de pollo es frente a algunas especies de glébulos de 1/300.000 a
1/500.000 (4 a 2 y/ml); el titulo de la protamina (clupeina) es

av ocenersl moenor (2 A /mwmD
€1 geﬂﬁial mcior (o Y/ .

Cualitativamente el comportamiento de ambas sustancias difiere
en que la histona da lugar a un fendmeno zonal que la protamina

no presenta.

29— Se estudia la influencia de diversos factores (sustancias
inhibidoras, calor, acidez).

3° — Se compara la accién de histonas de diversos origenes; la
extraida de nicleos de glébulos rojos de pavo se comporta en forma
muy similar a la de pollo, pero en cambio la histona de timo, no

aglutina en ningun caso.

4% — Se demuestra que del estroma de glébulos rojos no nuclea-
dos (humanos y de oveja) también se puede extraer una fraccién
proteica (insoluble entre pH 6,0 y 85) que tiene propiedades de

aglutinina inespecifica.
59 — Se discuten estos resultados.
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