Vol. XII JURIO 1944 Ne 2

MINISTERIO DEL INTERIOR
DIRECCION NACIONAL DE SALUD PUBLICA

REVISTA

DEL
INSTITUTO BACTERIOLOGICO
5 G. MALBRAN”

Espectros de absorcion en la reaccion
~3 N
d v ‘

m

Por F. MODERN, J. A. TABANERA y G. RUFF

Uno de nosotrog (1) presentd en el afio 1941 y 1942 (?) una nus-
va sero-reaccidn de preeipitacién con acido sulftrico que consistia
en tratar 0,2 cm® de suwero humano con 3 c¢cm® de una dilucién d=
acido sulfarico d :1,84 (25 em?® de SO.H; en 275 c¢cm® de H,0 bi-
destilada). Comprobdé asimismo que normalmente al cabo de 24
horas de mezclados a temperatura ambiente se producian fléculos
gue luego precipitaban. Emn ciertos estados patologicos, este fend-
meno no se registraba apareciendo s6lo una débil opalescencia.
te mismo autor comunicd sus primeras observaciones cli-
nicas de su reaccidn; estudié 1022 casos de distintas enfermedades
n los estados ulecerosos del antestino grueso y del-
gado habla comprobado reaccién positiva (no precipitacién del sue-
ro con el dcido). Ademéas hizo notar que en la tuberculosis intesti-
nal y fiebre tifoidea siempre habia obtenido resultados positivos.
Posteriormente mnosotros (3) hicimos log primeros estudios fisico-
guimicos tendientes a precisar la naturaleza de esta sero-reacecién.
Pudimos -comprobar que la seudoglobulina normal no impide la
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precipitacién, mientras que la sendoglobulina de los suerog con
reaccidn positiva posee gran poder protector. Ademés se comprobd
por medio del fraccionamiento proteico, un aumento en lag seudo-
globulinas de los sueros con reaccién positiva. Tratamos de expli-
car Ja falta de precipitacién por el aumento de la fraccién seudo-
globulinica o por la presencia de alguna subsfancia desconocida.

PREPARACION DE LAS FRACCIONES PROTEICAS

Suero positivo: A 100 cm?® de suero se le agregan 200 cm?® de so-
lucion fisioldgica; esta dilucion contiene en 1 em® 3,815 miligra-
mos de nitrégeno. A 296 cm® de esta dilucién se le agregan 40 gra-
mos de SO,Nao seco y anhidrido, se disuelve a 40°C, se deja repo-
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gue se lava con 100 em® de BO.Nag al 14 %. Linego se dializa
papel de celofan, v se concentra en desecador a la temperatura am-
biente; se reduce a un volumen de 21 em?®; 1 em® contiene 7,21
mg de nitrégeno. A 280 cm® del filtrado anterior al cual se la
separé ya la euglobulina, se le agrega 23,8 g de 30U4Nap, se di-
suelve a 40°C y se deja reposar en la estufa durante la noche. Se
filtra, 1 em® del filtrado contiene 1,62 mg de nitrégeno. La seu-
doglobulina precipita en esta etapa, se lava con 100 ecm?® de SO¢Nas
al 23 %. Se dializa en papel celofdn y se concentra en desecador
sulftrico a temperatura ambiente a 33 em®; 1 cm® contiene 9,17 mg
de nitrégeno. Las albtuminas que corresponden a la fraeccién que no
precipita con SO,Nas ai 22,2 % y que en nuestro caso es el Gltimo
filtrado, se dializé en tubos de celofan hasta que el agua exterior
no diera reaccién de i6n suifato. Se obtuvo asi 50 ecm® de albtimina
pura, libre de electrolitos, con un contenido por centimetro edbico

<
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de 6,05 mg de nitrégeno.
Tia medicién inicial de las tres fracciones antes de concentradas

di6 el siguiente valor:

Euglobulinas ......... .. 0,805 mg N/em? = 21,10 97}

LoD UL " y =3 / ’ FLe 52’29 %
Seudoglobulina, .......... 1,190 » > > 31,19 » J
Albdmina ...l 1,82 » » » 4771 »

Suero normal: A 95 em?® de suero se le agregan 190 em® de so-
lucién fisiolégica, esta dilucién contiene en 1 em®: 4,34 mg de ni-
trégeno. A 281 em® de esta solucidn, se le agregan 38 g de SO.Nas,
se dinelve a 40°C, se deja reposar a esta temperatura 3 h y s2
filtra. El filtrado contiene en 1 em®: 3,675 mg de N. KEsta dife-
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v fraccidn euglobulinica precipitada.
euglobulinas que precipitaron en esta etapa se lavan con 100 em’
de S04Na, al 14 %, se dializan en papel de celofan, hasta elimi-
nacién total de SO Na, vy se concentra a 23 cm® en desecador

temperatura anibiente. 1 cm?® contiene 3,78 mg de nitrégeno. A
265 cm® del filivado anterior se le agregan 22,52 g de SO.Na., se
disuelve a 40°C, se lo deja reposar durante la noche y se filtra.
E1 filtrado contiene por em®: 294 mg de nitrégeno. Bl precipitado
de las seudoglobulinas se lava con 100 em® de SO4Nay al 23 %, se
dializa en papel celofan hasta tanto comienza la precipitacion. Se
concentra en desecador sulfiirico hasta 28 cm® (temperatura am-
biente), 1 em? de esta solucion de seudoglobulinas contiene 4,20 mg
de nitrogeno. Hl dltimo filtrado que corresponde a la fraccién al-
buminica se dializa en papel de celofan y se concentra en desecador
sulfiriea al vacio hasta 60 em®; 1 em® de esta solucién albuminica
contiene 9,24 mg de N. Lia medicién de las tres fracciones antes de
concentradas nos did una proporeién de N en el suero normal que
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figura en el ecnadro a continuacién:

Buglobulinag ...................... 0,665 mg N/cm3 = 15,32 9
Seudoglobulina .......... ... ..., 0,735 » > = 16,93 »
Albéiming ... 2,94 > > =6774 »

De todas las fracciones se hizo una dilueién de manera que
contenido nitrogenado fuera de 6 mg de N %.

En nuestros ensayos espectrométricos utilizamos 2 sueros posi-
tivos v 2 sueros negativos. Determinado el -N por kjeldahl (ensayo
por triplicado) se diluyé en solucidn de NaCl al 79, de manera
que 100 em® de todos los sueros contuvieron 6 mg de N. En todas
las diluciones, tanto del suero como de sus fracciones se comprobd
después de diluirlo el valor en N obtenido v que correspondia exac-

o evn S

tamente a 6 mg de N por 100 cm®.
EsPECTROS DE ABSORCION

Campbell Smith (*) estudiando la seroalbtumina y seroglobulina
humana encuentra diferencias en los coeficientes de extineién que
le permite diferenciarlas. Nosotros en este trabajo, dejando por el
momento de lado el signo de la serorreaccién, también encontramos
diferencias entre la seroalbfimina, euglobulina y seudoglobulina co-
mo pueden observarse y medirse en las curvas que figuran a con-

tinuacién :
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El mismo autor en ofros trabajos publicados establece lag dife-
rencias entre seudoglobulinas de distintas especies animales. Ade-
méas en colaboracién con Marrack (°) investiga por este procedi-
miento la toxina diftérica y el precipitado de toxina antitoxina.
Estas medidas espectrométricas han tenido gran aplicacién en cl
estudio de las proteinags y fracciones proteicas, y entre nosotros
Firosky (°) y Grinstein (*) han llegado a determinar algunas cons-
tantes que figuran en los trabajos citados.

Los sueros y sustancias estudiadas dan un espectro de absorcidén
selectivo en el ultravioleta.

Tanto en los sueros como en sus fracciones proteicas se comprite-
ba que existe una banda de absorcidén en el ultravioleta con un
maximo que corresponde a 280 mp. Se trabajé con las mismas
concentraciones nitrogenadas (0,0066 %) y con cubas de 10 mm
de didmetro, con exposiciéon de 20 segundos. Utilizamos el espec-
troscopio de Adam Hilger con 6ptica de cuarzo. Agradecemos sl
Dr. Raal Wernicke, Director del Instituto de Quimica, el habernos
permitido emplear dicho aparato. Ademas agradecemos al Dr. Mau-
ricio Biihler la valiosa colaboracion prestada, en la obtencién de
las espectrografias y en su lectura.

A continuacién damos las caracteristicas espectrogrificas de sue-
Tos normales y positives y de sus fracciones proteicas.

Cuapro No 1

Eu.
Sueros Sueros Eu. po;li- Seudo|Seudo| Alb. | Alb.
normales positivos |norm. t N. P. N. P.

iva

Iy

Log —— mix ... o7] o6 1,00 08 1,1 11| 08| ie| 07 08
Log — min ...... 02 02 ©5 03 04 04| o8l 06 05 04
A max mp ........ 279 (279 1277 (277 [280 |280 {275 |280 275 1275
Amin mup......... 250 1265 |265 [250 {250 |250 (255 |255 |255 [253

De acuerdo con el trabajo de Stenstrom y Reinhard (8) la banda
de absorcién a 2800 A (280 mu) es debida a las proteinas y a la
presencia de tirosina y triptofano. Hsto nos indicaria de acuerdo
con esta observacién que en todas las mediciones realizadas en las
fracciones proteicas y suero completo se encuentran estos amino-
4cidos no diferencidndose mayormente los sueros mormales de los
positivos.
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Las diferencias que existen en los maximos
a eontinuacion en el cuadro que signe y se observa:

Cuapro Neo 2

Concentracién de nitrégeno 0,006 %,

J I Io Io X

Proteinas Log. Tméx. Log. T min. A log. a i min

Suero normal 1 ... ... 0,7 0,2 0,5 279 250
, 2 0,6 0,2 0,4 279 | 255

»  positivo 1 ... .. 1,0 6,5 0,6 277 | 255

» » 2., 0,8 0,3 0,5 277 | 250
Euglobulina nor. ... .. 1,1 0,4 0,7 280 | 230
» pos. ... .. 1,1 0)4 0,7 280 250
Seudoglobulina nor. ... 0,9 0,6 0,3 275 255
s pos. ... 1,0 0,6 0,4 280 | 255
AlbGmina normal .. .. 0,7 ,5 0,2 275 | 255
» positiva ... . 0,8 0,4 0,4 275 | 253

Notamos que la albtumina, de los sueros positivos da una diferen-

7

. s s .. i
cia mayor entre el maximo y el minimo, pues A log —I— =0,4 en

cambio la albtmina normal nos da un valor de 0,2.
La euglobulina normal y la positiva no da diferencias del punto

w2

de vista espectrométrico pues corresponde A log =07 en lo

[ l bt

dos casos.

La seudoglobulina positiva da también una diferencia mayor, yue
creemos no es atribuible a errores del método, pero convendria re-
petir en otros sueros positivos y normales estas experiencias para

sacar conclusiones definitivas.

. . i
El hecho que la fraccidon albuminica de A log 70 =02 en los

fogu|

sueros normales estd de acuerdo com el trabajo de T. Sved
B. Sfogren (°) quienes encuentran el mismo valor, siendo esta ci-

o N o . - N N et anl -~ .’ m._. 1 N A
ra ELllJCJ.'.lUl' eil 1US Stieros ljUSILl\/US \l\rti'd,UUlUll 1 &Uitllﬂl"d,j .
CONCLUSIONES

Se estudian los espectros de abgorcién de los sueros (positivos
reaccién Tabanera y normales) y sus fracciones proteicas.

Tanto los sueros (positivos y negativos) como sus fracciones pro-
teicas dan espectros selectivos en el ultravioleta (entre 230 mp y
320 mp).
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En el cuadro I y II de este trabajo figuran las diferencias en-
contradas.
TLia fracciébn albuminica correspondiente al suero positivo da

Iy . ., .
A log T = 0,4 v la misma fracciéon del normal 0.2

;
R . 40

Lia seudoglobulina de un suero positivo da A log — =04 y la

£

misma da un suero normal 0.3,

Las euglobulinas no dan diferencias y los sueros integros tara-

Poco.
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