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EN MEMORIA

Un terrible accidente de automévil nos ha arrebatado al que desde
febrero de 1951 era Presidente de nuestra Sociedad de Microbiélogos,
don Antonio Ruiz Falcé. Representa la desaparicién del verdadero maes-
tro de la Bacteriologia Médica en nuestra Patria.

Licenciado en San Carlos con la promocién gloriosa de 1909, una
vocacién ya decidida le llevé a Alemania; durante los dos afios siguientes
participé en los cursos del Real Instituto Prusiano de Berlin sobre Bacterio-
logia e Higiene, con demostraciones de los procedimientos microfotogra-
ficos, y especialmente de la” lucha contra las epidemias indigenas y
tropicales, asi como sobre las doctrinas de la inmunidad y la curacién
especifica de las enfermedades infecciosas, en el curso ‘del Hospital
R. Virchow sobre enfermedades infecciosas y tuberculosis, dirigido por el
profesor Yochmann, y en el de Quimica y Microscopia clinica del Instituto
de Diagnéstico Médico de Berlin. '

A su regreso introdujo sus estudios de Bacteriologia en el Instituto
Alfonso Xlll, donde colabord desde 1.° de julio de 1912, encargdndose
de la ensefianza en el curso de ampliacién de estudios sanitarios y en el
de opositores a las plazas de Sanidad Exterior. En 1917 pasé a dirigir
la Seccién de Epidemiologia del Instituto, de la que en 1919 fué nom-
brado Jefe por oposicién. Fué organizador de esos estudios y ensefianzas
en el Centro y tomé parte en todos sus cursos. En 1928 pasé o ser Sub-
director del Instituto Alfonso XIlI. )

Como tal visité, invitado por la Fundacién Rockefeller, las Instituciones
de Higiene de Copenhague, Berlin, Varsovia, Praga, Budapest y Zagreb,
con objeto de informarse de sus métodos de ensefianza con vistas a la
formacién de los sanitarios espafioles.

Al servicio de la sanidad poblica su actividad fué grande. Asi ya en
1913 fué comisionado para trasladarse primero a las Islas Canarias y
més tarde o Larache y Alcazarquivir, con motivo de la peste bubénica;
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en 1914 lo fué a Vigo por la epidemia de fiebre tifoidea; en 1917, en
unién del Doctor J. Blanco, por la de meningococia, a Canet lo Roig,
cuyo Ayuntamiento dié sus nombres a una de las calles de la localidad
«en pago al celo, actividad y laboriosidad desplegados en su lucha contra
la epidemia»; en 1918 fué comisionado también a la frontera de Irn,
y més tarde a Paris, con motivo de la epidemia gripal y a fin de estudiar
"su etiolegia; en 1919 a Pontevedra para combatir una epidemia de disen-
teria.

En los Anales del Instituto Alfonso XlIl publicé los trabajos realizados
con ocasién de estas comisiones de servicio. Escribié la seccién de Bacterio-
legia de las infecciones en el Tratado de Hernando y Marafén. También
la conocida monografia «Reacciones serolégicas de aglutinacién» y ofros
trabajos de bacteriologia. ‘

Amaba el trabajo con franqueza porque era verdad su desec de per-
feccionamiento. Sufrié de infecciones contraidas en sus estudios y fué abne-
gado ante el dolor ajeno, como ya sucedid, sin limites, cuando su cola-
borador, M. R. de Partearroyo, resulté victima de un contagio de labora-
torio, segin consta en acta del Instituto.

Como Maestro modelé, con singular arte y sinceridad siempre recono-
cida, a cuantos se interesaron por sus conocimientos. Ademds tuvo para
todos sus alumnos la generosa amistad que desde el primer dia profesaba
a quienes tratd. Bajo su direccién fueron formdndose en el Instituto Al-
fonso XIII las sucesivas promociones de médicos de Sanidad Nacional en
las disciplinas de Bacteriologia, Serologia e Inmunologia, las que. més
tarde tuvo también a su cargo en la Escuela Nacional de Sanidad. Ade-
més formé parte de muchos tribunales juzgadores, como técnico calificada
de Bacteriologia.

Fué llamado a colaborar en los ensefianzas de la Facultad de Medi-
cina en 1927 para explicar un curso monogrdfico anual de Bacteriologiar
médica, y en 1930 fué nombrado, previo concurso, Profesor Auxiliar tem-
poral de Microbiologia Médica, catedra de nueva creacién. Como Profe-
sor encargado del curso de esa cétedra, en 1934 vié prorrogado su nom-
bramiento por cuatro afios més. ‘

Actué igualmente en el campo de la Bacteriologia Industrial. Primero
con Tello, Hidalgo, lllera y Ramén, creé el Instituto biolégico T. H. I. R. F.,
que, tras répido y ofortunado desenvolvimiento, se unié en 1929 al
1. B. Y. S., pasando a ocupar la Direccién del nuevo I. B. Y. S.-T. H. I. R. F.
Ha permanecido veinticinco afios como Director de este Instituto, que en
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ellos experimenté una colosal ampliacién y transformacién, conservando
siempre una Seccién de ensefianza de la Bacteriologia.

Con su prestigio, experiencia y empuje promovié decisivamente la im-
plantacién y el desarrollo de nuestra industria de antibiodticos, siendo Con-
sejero fundador de la Empresa.

Su elevacién de miras, su severa honestidad, lealtad y correccién le
llevaron, con la confianza de todos, a la Presidencia de la Unién Espafola
.de Laboratorios.

Desde 1946 era Presidente de la Asociacién Nacional de Médicos
Especialistas de Andlisis Clinicos, especialidad que cultivaba en su labo-
ratorio privado de Investigaciones biologicas. '

Representante de Espaiia en la Comisién permanente de la Asociacion
Internacional de Microbiélogos, ‘en 1953 -presidié la representacién espa- .
fiola en VI Congreso de Microbiologia celebrado en Roma.

Su personalidad humana serd inolvidable para cuantos tuvimos la
fortuna de conocerle. Sencillo y altruista, a todos recibia siempre con los
‘brazos abiertos, dando a esta expresién nuevas dimensiones al sentirse
cordialmente en ellos retenido. Buen tentemozo de los mds j6venss y_
‘humildes, sensible 'y fildnfrépico con todos, adonde fuera se entregaba
con entusiasmo y era el més alegre -y bueno por su carécter.

Sus UOltimos dias fueron tranquilos. Sin violencias ni amarguras habia
sabide encontrar su puesto en la vida, y por su proceder inteligente,
sereno y amable se diria que en ese puesto el medio se hubiera adaptado
a la persona. Esta resultard dificil, muy dificil de reemplazar.

Cuantos le frecuentdbamos sabiamos que, unido a su bella y enamo-
rada esposa, caritativa y bondadosa en extremo, fué su vida de hogar
un ejemplo,hasta ese sobito final. Juntos nos abandonaron, como muchas
veces lo anunciaran. Juntos reposan hoy en la tierra; comoe por buenos
+y por justos el Sefior les habré concedido una vida eterna también juntos.

M. D. S.



INSTITUTO I. B. Y. S.
LABORATORIO DE BIOQUIMICA

ESTUDIOS SOBRE PURIFICACION Y DESANTIGENIZA-
CION ENZIMATICAS DE SUEROS Y PLASMAS
ANTITOXICOS

\

1. DISCUSION DEL ESTADO ACTUAL DEL TEMA Y PLANTEAMIENTO
DEL SISTEMA DE HIPOTESIS DE TRABAJO PROPIAS CON RESPECTO A LA
CONCENTRACION DE LA FUNCION ANTITOXINA (*)

por
F. Cordén y A. Martinez

‘La presente comunicacién constituye la introduccién teérica a los traba-
jos experimentales que, con el propésito de purificar los sueros terapéuti-
cos, estén en.curso de realizacién en nuestro Laboratorio del Instituto de
Biologia y Sueroterapia. Es, pues, una comunicacién primera de una serie
de ellas en las que se expondrdn los resultados obtenidos por la expe-
-rimentacién en esta direccién de nuestro pensamiento cientifico.

Ahora bien, el sistema de pregunfas que actualmente se plantea nues-
tro equipo tampoco procede de la abstraccion tedrica, sino de una larga
etapa de labor experimental, efectuada por el mero apremio de la nece-
sidad de preparar sueros antitoxicos de la maxima eficacia y de la minima
nocividad. En un principio el trabajo no alcanzaba a rebasar los limites
<e un empirismo que avanzaba por las rutas comunes seguidas por otros
laboratorios. Una caracteristica de la labor cientifica, que suele ser regla
general de ella, es que sélo los hechos, cuando nos descubren aspectos
imprevistos de la realidad, son los que pueden alumbrar direcciones in-
exploradas hasta entonces por el pensamiento. El pensamiento aislado,
sin contacto con la naturaleza, con los hechos, escapa dificilmente al

(*) Trabajo presentado en la sesién celebrada en Madrid por la Sociedad
«de Microbidlogos Espafioles el dia 30 de marzo de 1954.
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circulo de les prejuicios. El hombre de ciencia, por consiguiente, y tanto:
mds cuanto mds original sea su labor, tiene la impresién constante de-
que ésta le es impuesta desde fuera. Otra limitacién, otra servidumbre
del trabajo cientifico experimental es que la confirmacién o negacion de
las hipdtesis de trabajo que se alcancen a idear para interpretar hechos:
en contradiccién con las propias intuiciones exigen largo tiempe de po-
ciente labor. De este modo, el transcurso entre esta comunicacién y las.
proximas que recogen los resultados de la labor experimental sobre nues-
tras propias hipétesis de trabajo, serd un paradigma de la esperd de re-
suftades que es el estado normal del investigador.

El objeto de nuestro trabajo es el perfeccionamiento de los métodos.
de purificacién de sueros antitéxicos. El problema tiene, ante todo, la im-
portancia de que los sueros antitdxicos siguen siendo remedios insustitui--
bles para curar el tétanos y la difterio. Hace unas decenas de afios la
seroterapia era uno de los capitulos de la terapéutica en que se fundaban.
mayores esperanzas; los sueros se dplicabon para tratar numerosas enfer-
medades y se intentaban extender a otras. La eficacia de los remedios.
quimioterdpicos y antibiéticos ha rechazado, como es sabido, muy a
segundo plano la importancia de los sueros inmunes en la curacion de
enfermedades microbianas cuyos efectos nocivos estén vinculados muy
directamente al germen mismo. Ahora bien, el tétanos y la difteria tienen
como caracteristica notable (*) el que evidentemente estos gérmenes per
se no sean perjudiciales (el tétanos es incluso saprofito) y los efectos
téxicos se deban a productos liberados en su metabolismo que, tras un
perfodo de latencia y con independencia de los gérmenes, prevocan el
sindrome correspondiente. Podemos, pues, considerar que la toxina tetd-
nica y la diftérica son los agentes directos de una y ofra enfermedad;
ahora bien, dichas toxinas son meras proteinas, desechos del germen vivo
o muerto, carentes de organizacién y sobre las que, por consiguiente, no-
parece fécil que puedan actuar quimioterdpicos o antibidticos. Los sueros:
antidiftérico y antitetdnico, por esta circunstancia, en cuanto podemos

(*) Aunque lo notable no sea, tal vez, sino el grado en que se manifiesta una
propiedad comiin a la accién patégena de todos los gérmenes; recordemos a este
respecto el criterio de virulencia con que, dentro de las especies, se caracteriza a:
ciertas estirpes.
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prever (y con todas las reservas respecto al valor de la previsién humana
que nos ha hecho adquirir el desarrollo, tantas veces paradédjico e ines-
perado, de la ciencia en los Gltimos afios) conservardn inalteradas sus
caracteristicas de remedios exclusivos de las dos terribles enfermedades.

Enfoquemos ahora el estado general de los hechos que hay que tener
en cuenta para preparar sueros curativos eficaces. La preparacién de sue-
ros térapéuticos tiene dos fases: 1. la obtencién de sueros brutos, y 2. el
tratamiento conveniente de estos sueros brutos para obtener a partir de
ellos sueros especiales que posean la méxima eficacia y que ofrezcan el
minimo riesgo de aplicacién.

¢Cudles son los problemas que plantea al investigador dicha primera
fase, es decir, la preparacién de suercs antitéxicos brutos? Comence-
mos recordando que, por sus caracteristicas biolégicas (receptividad
para la difteria y el tétanos; capacidad de respuesta serolégica; gran
rendimiento de sangre, dado su tamafio; docilidad, etc.), el caballo
es el animal empleado siempre para la obtenciéon de sueros antitoxi-
cos. Teniendo esto en cuenta podemos decir que los términos concretos
del problema de la obtencién de sueros brutos son: elegir la moda-
lidad concreta de antigeno, el tipo biolégico mds conveniente de ca-
ballo y aplicar métodos de hiperinmunizacién y de sangria tales que
los caballos rindan, al menor costo, sueros sanguineos brutos en ma-
xima cantidad y con mdximo titulo de anticuerpos contra la difteria o
tétanos, segin el caso. Reservamos para una comunicacién futura
cémo hemos planteado este problema en nuestro Instituto lbys; diga-
mos sélo que el problema posee unas caracteristicas muy especiales
que obligan a abordarlo de un modo totalmente distinto al que es
habitual para tratar los problemas normales que se resuelven por ex-
perimentacién. Las caracteristicas de este problema son, en dos pala-
bras: 1. el enorme cimulo de variables que influyen sobre el rendi-
miento (caracteristicas del antigeno —esto es de la toxina o derivados
de ella con que se inmuniza— y de sus coadyuvantes; caracteristicas
biolégicas del caballo; y marchas del proceso de inmunizacién y del
proceso de sangria, marchas indeterminables a priori porque van
estando condicionadas por el estado general y la respuesta serolé-
gica del caballo); 2. el desconocimiento del proceso de inmunizacién,
es-decir, del praceso de formacién de anticuerpos, que hay que con-
fesar*que no puede explicarlo la inmunologia vigente, lo que nos priva
de variables fundamentales en que apoyar una investigacién con con-
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duccién tedrica. Intentamos resolver en nuestro Institute el encauzamien-
to de esta investigacion por el examen estadistico del proceso, con la
ayuda de mdquinas electrénicas de ficha perforada. Hay que esperar
que la aplicacién a problemas de esta indole (de variables mdltiples,
incontrolables —es decir, no inmovilizables a voluntad— y en gran
parte desconocidas) de métodos estadisticos servidos por estos pre-
ciosos auxiliares pueda llevar, no sélo a mejorar empiricamente ren-
dimientos, sino a esclarecer la esencia misma de los procesos.

3 * *
.

Ahora bien, el tema concreto que nos ocupa y que ocupard otras
comunicaciones futuras de nuestros resultados experimentales en esta di-
reccion del trabajo, es el estudio de la segunda fase; es decir, de cdmo
preparar los plasmas especiales a partir de los plasmas antitéxicos brutos
equinos (tal como resultan de la sangria del caballo inmunizado, después
de separar de la sangre los elementos formes). Para centrar ideas, dispo-
nemos, pues, como material de partida, de plasma sanguineo
equino antitéxico. Si prescindimos de las sales y de otras subs-
tancias de pequefio peso molecular, inoperantes para la aplicacién del
plasma, éste, como es sabido, puede definirse como una disolucion co-
loidal de numerosos tipos de moléculas proteicas, componentes normales
de ¢l albOminas @ y 6, globulinas @, 6 y v, fibrinégeno, factores del com:
plemento, protrombina, etc. De todas ellas las que realmente hemos de
considerar, tanto porque constituyen la mayor parte del material proteicoi
del plasma sanguineo, como porque en ellas se incluyen las proteinas
dotadas del efecto curativo (las antitoxinas), son las fracciones de aibi-
minas y de globulinas @, 6 y v.

Pasemos a exponer los términos del problema que plantea la prepa-
racién de plasmas antitéxicos de éptima calidad para- ser administrados
a los enfermos, a partir de los brutos. Para simplificar limitémonos a con-
siderar el plasma como una disolucién coloidal de moléculas proteicas de
diversos tipos. De todas estas moléculas, como es sabido, sélo han adqui-
rido la facultad de reaccionar especificamente con la toxina con que se
inmunizé el caballo, neutralizando su efecto (es decir, sélo han adquiri-
do en la inmunizacién del caballo afinidad especifica para la texina), una
proporcién mds o menos alta, segln el titulo del plasma, de un solo tivo
de tales proteinas: las globulinas v. Ahora bien, como también es de
conocimiento general, todas las proteinas ajenas poseen la capacidad de
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alterar de modo especifico la- reactividad del organismo cuando se las
inyecta parenteralmente (esta capacidad, precisamente, es la que se ha
aprovechado previamente en la inmunizacién del caballo con la toxina).
Por consiguiente, el plasma obtenido per la inmunizacién activa del caba-
llo, a la vez que suministra los anticuerpos especificos contra el antigeno
con que se inmunizé el animal (segin la terminologia inmunolégica, a la
vez que inmuniza pasivamente contra la difteria, o, en su caso, el tétanos,
por la administracién de los anticuerpos preformados por el caballo) ac-
t0a simultdneamente como antigeno; es decir, inmuniza a su vez acliva-
mente, esto es, altera el modo de reaccionar el organismo frente a una
segunda administracién de dicho plasma, siguiendo el efecto general de
todas las proteinas extrafias cuando se administran por via parenteral.
Ahora bien, asi comeen la inmunizacién con la toxina resulta favora-
ble la alteracién especifica del modo de reaccionar el caballo frente a la
toxina en segunda inyeccién (yo que la alteracién especifica del modo
de reaccionar su organismo se traduce en el hecho de que una substan-
cia (la toxina) que en primera inyeccién resulta mortal a dosis incrible-
mente bajas, en la segunda resulta inocua por ser neutralizada por los
anticuerpos circulantes, formados como consecuencia de la primera inyec-
cién), en cambio, en la inmunizacién con el suero (como es general
para numerosisimas protefnas extrafias al organismo) la alteracion espe-
cifica observada como consecuencia de la primera inyeccién resulta per-
judicial y consiste en que la segunda administracién del suero, inocuo en
la primera, puede resultar peligrosisima por desencadenar el trastorno
patolégico conocido por choque anafiléctico. Este efecto, segin la opi-
nién dominante, en nuestra opinién no totalmente fundada, se atribuye a
la reaccién de los antigenos administrados en la segunda inyeccién con
onticuerpos- formados como consecuencia de la primera anclados en la
célula y no circulantes.

Por consiguiente, el plasma bruto, que constituye la materia prima para
preparar los sueros especiales, posee dos funciones: una, que en mayor
o menor grado es comin a todas las proteinas ajenas al organismo, con-
siste fanto en sensibilizar para el choque anafilactico cuando se administra
parenteralmente por primera vez, como en desencadenar el choque cuan-
do se administra en la segunda; la otra funcién’ es la curativa, que
radica en los anticuerpos y es la capacidad adquirida por una proporcién
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mayor o menor de las globulinas v de reaccionar especificamente con la
foxina con que se inmunizé (diftérica o tetdnica) neutralizdndola.

En definitiva, el suero pcsee una funcién perjudicial, que alcanza a
todas sus proteinas en su calidad de proteinas de caballo ajenas al hem-
bre a quien se destinan, y una funcién Gtil propia del anticuerpo antit6-
xico. Por consiguiente, nuestra tarea en la preparacién de sueros especia-
les puede enunciarse de modo preciso diciendo: que la purificacién de
sueros brutos consiste en concentrar la funcién Util con respecto a la fun-
cién perjudicial; o, de ofro modo, en eliminar la funcién peligrosa (la
capacidad antigénica o capacidad anafilactizante de todo suero de caba-
llo), conservando todo lo pesible la funcién antitéxica de los anticuerpos.

Para efectuar esta tarea se ofrecen, a priori varias posibilidades:

Primera posibilidad. Un procedimiento evidente de purifi-
cacién consiste en separar lo mejor posible las moléculas con funcién de
anticuerpo de las restantes moléculas proteicas sin intervenir en
la estructura o en la integridad de las molécu-
los nativas. Veamos rdpidamente cuanto pueda alcanzarse por
este camino. Segln lo dicho, hemos de emprender la separacién de di-
versas mcléculas proteicas, todas las cuales, por tanto, poseén, prdctica-
mente, la misma composicién y funciones quimicas (todas las proteinas,
consideradas quimicamente, son cadenas de o-aminodcidos enlazados en-
tre si por enlaces peptidicos); por consiguiente, el criterio de separacién
entre las proteinas Utiles (los anticuerpcs) y las restantes proteinas de
lostre, no puede ser un criterio quimico. La separacién ha de apoyarse,
pues, en el distinto valor que para cada tipo de proteinas presente una
caracteristica fisica (velocidad de sedimentacién en el campo gravitatorio,
solubilidad en mezclas hidrealcohélicas, solubilidad en disoluciones acuo-
sas de diversa fuerza iénica, velocidad de transporte en un campo eléc-
trico, etc.). Precisamente, dicho entre paréntesis, gracias a los distintos va-
lores de estas constantes fisicas en tales moléculas proteicas, se ha conse-
guido irlas diferenciando unas de otras. Ahora bien, jcudl es el limite
méximo de purificacién a que podemos aspirar aplicando estos procedi-
mientos? Podemos conseguir separar todas ‘las globulinas v (entrz los
cuales se cuentan los anticuerpos) de las restantes proteinas del plasma,
pero no pasar de ahi. En efecto, del mismo modo que, hasta la fecha, no
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se han encontrado diferencias quimicas entre las diversas proteinas del
plasma en que fundar una separacién - por un criterio quimico, fampoco
se encuentran diferencias fisicas operantes en el seno de las globulinas v
que permitan un fraccionamiento ulterior de ellas; dicho de otro maodo,
fisicoquimicamente las globulinas ¥ pueden considerarse homogéneas. Las.
giobulinas ¥ (comprendidas las globulinas ¥ con funcién anticuerpo, en
una palabra, los anticuerpc antitéxicos) pueden aislarse de las restantes.
proteinas del plasma por electroforesis, ya que, precisamente este método
de fraccionamiento es el que ha permitido individualizar, y define, este
tipo de globulinas. Ahora bien, la electroforesis no es un métode aplica-
bie a lo industria; sin embargo, se gproximan bastante a los resultados
obtenidos con &l los que se logran por el métcdo clésico de salado, es
decir, los que se consiguen por la insolubilizacién selectiva de las protei-
nas en disoluciones con distinta fuerza i6nica (en general se utilizan diso-
luciones de concentracién convenientemente elegida de sulfato sédico, amé-
nico o magnésico, en las cuales unos tipos de proteinas del plasma se in-
solubilizan y otros quedan disueltos); después de separar los electrolitos.
por didlisis (con lo que se consigue la redisolucién de las proteinas insolu-
bilizadas) se logran diversas fraccicnes relativamente homogéneas. De an-
tiguo, las fracciones asi obtenidas (diferenciables por este criterio) se deno-
minan, enunciados de mds a menos soluble, albimina, pseudoglobulina y
euglobulina. Ninguna de ellas corresponde a especies quimicamente puras;
pero podemos decir que la intermedia, la denominada de pseudcglobulina,
estd constituida fundamentalmente por las globulinas y. Este método de
fraccionamiento no ofrece dificultad prdctica y logra su propésito tedrico-
cen buen rendimiento y sin destruir apreciablemente la funcién anticuerpo.

Naturalmente, este método brinda una purificacién evidente, ya que,
con poca merma de anticuerpos, elimina una cantidad de proteinas iner-
tes, que constituyen las fracciones denominadas de albimina y de euglo-
bulina, que suponen los dos tercios aproximadamente de las proteinas to-
tales del plasma. Pero de ningin modo podemos considerar alcanzado los.
propositos de la purificacién. En efecto, 1, las globulinas ¥ con funcién de
antitoxina no constituyen sino una fraccién, en general corta, del conjunto
de las globulinas ¥ (entre las globulinas ¥ se encuentran anticuerpos ad-
quiridos por el caballo en el curso de ofras inmunizaciones, provocadas.
por el hombre, por alguna enfermedad observada o criptogenéticas; se
cuentan también anticuerpos naturales; y, por Oltimo, globulinas v sin
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especificidad frente a ning0n antigeno. —por decirlo asi, inmunolégica-
mente virgenes— o, al menos, sin-especificidad conocida); pero, ademds,
2, las globulinas v (tanto las dotadas de funcién antitéxica como las que
no lo estan), por su carécter de proteinas de caballo (esto. es ajencs al
hcmbre), poseen, como las restantes proteinas del plasma equino, la fun-
cién nociva que hemos de eliminar en lo posible de los plasmas terapéu-
ticos. Una y otra razén fuerzan, pues, a proseguir la purificacion.

Respecto al primer punto, recordemos un hecho fundamental. Al pa-
recer, nada distingue fisicoquimicamente un anticuerpo de una globuli-
ra ¥ no dotada de su especificidad inmunolégica. Por ejemplo, si se inmu-
niza un conejo con globulina ¥ de un caballo normal y otro conejo con
antitoxina diftérica equina, los dos sueros de conejc que se obtengan
reaccionan indistintamente con la globulina normal y la antitéxica usadas
como antigeno para uno y otro animal. Y hay que decir que por la inmu-
nizacién se alcanzan a distinguir diferencias de estructura que no logran
apreciar los métodos quimicos mds finos. El 0nico cardcter diferencial co-
nocido entre un anticuerpo y una globulina normal es la afinidad «sui
-generis» que ha adquirido el anticuerpo (en nuestre caso, la antitoxina)
con respecto al antigeno a que debe su formacién (la toxina). Como esta
afinidad se traduce no sélo en una neutralizacién del poder téxico de
ésta, sino en una precipitacién del complejo que forman al mezclarse, so-
bre esta propiedad (ya exclusiva del anticuerpo) podria fundarse un mé-
tedo que permitiera separar el anticuerpo de las restantes globulinas v.
Ahora bien, este método, que a veces se aplica para aislar pequefias can-
tidades de algin anticuerpo con fines cientificos, no resulta aplicable o la
industria. Pero, ademads, dejaria adn sin resclver la segunda purificacion
exigida, ya que la antitoxina, aun supuesta pura, seguria siendo soporte
de ambas funciones, la curativa y la perjudicial.

Para acabar de exponer las facetas del problema con que nos enfren-:
tamos hemos de sefialar dos importantes notas diferenciales entre la fun-
cién anticuerpo, Otil, y la funcién anafiloctégena, nociva, que hemes de
separar. La funcién antitoxina posee dos caracteres
notables: el primero el de radicar en una alteracién estructural
de la globulina de indole desconocida y que no altera la estructura fun-
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damental que la molécula poseia antes de adquirir, por la inmunizacién,
el marcado de su afinidad especifica para con la toxina; el segundo
cardcter es el de reaccionar estequiométricamente con el antigeno (si
bien en una reaccién en que intervienen fuerzas de segundo orden), de
modo que toda pérdida de anticuerpos se traduce en pérdida de titulo
neutralizante, de efectividad, del plasma que se purifica. En cambio,’
la funcién anafilactégena, que pretendemos eli-
minar, posee justamente los dos caracteres opues-
tos, es decir, primero, el cardcter de anafilactégeno estd vincula-
do a la estructura bésica de cada molécula proteica, de modo que toda
alteracién estructural de ella (natural o provocada in vitro) se tra-
duce en un cambio de la especificidad de la reaccién anafilactica (hace
una rara excepciéon la transformacion de una glebulina normal en anti-
cuerpo, al parecer porque, como hemos razonado, el cardcter de anti-
cuerpo surge de una alteracién de la globulina normal que no repercute
en la estructura «quimica», por decirlo asf, de la globulina); el segundo
carécter de esta funcién perturbadora es que su efecte, al contrario del
correspondiente de la til, no es proporcional a la cantidad de substancia
activa. En la experimentacién con cobayos se observa que bastan canti-
dades increfblemente bajas de proteina anafilactégena para que se pro-
duzca la sensibilizacién de los animales, como si el animal receptor su-
pliera, por un mecanismo amplificador, lo infimo de la dosis recibido.
Se impone, pues, la eliminacién de modo absolute
de las moléculas proteicas dotadas de funcién anofilactégena, lo que
dificulta grandemente la solucién ideal del problema.

Segunda posibilidad. Puede también intentarse la con-
centracién de la funcién anticuerpo interviniendo previa-
mente en la estructura o integridad de las mo-
léculas del plasma antitéxico. Essabido que para purificar
ios plasmas anfitéxicos se ha recurrido empiricamente desde hace wnos
veinte afios a la aplicacién de enzimas proteoliticos, y que, de hecho,
éstos se utilizan actualmente en todes los laboratorios del mundo que
preparan plasmas y suercs terapéuticos antitéxicos. Cuando nos enfren-
tamos por primera vez con el problema de la purificacién de sueros,
hubimos, pues, de consicerar seriomente cudl sea el papel de los enzimas
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en la purificacién de sueros y plasmas que, aun careciendo de interpre-
+tacién tedrica, sanciona la experiencia.

A primera vista se impone una posible explicacién que, cuando refle-
xiondbamos sobre este punto, al iniciar nuestros trabajos, nos parecia
la Unica posible: al desdoblar las globulinas ¥ por un enzima se obtienen
‘fragmentos proteicos y, teéricamente, puede concebirse que al demoler la
imolécula ésta pierda antes su capacidad sensibilizante que su funcién de
anticuerpo. Hemos trabajado .Iargom‘en’re en este sentido; .iremos dando
cuenta de nuestros resultados y, ante todo, en una préxima: comunica-
-cién, discutiremos las hipétesis de trabajo que conducen nuestra investi-
gacién con respecto a la desantigenizacién de sueros antitéxicos. No hay
que decir que la guia.analitica para seguir la eficacia respecto a este
propésito de una digestién emprendida de una cierta manera no puede
ser mds que determinar, en el curso de la digestién del plasma antitéxico,
la pérdida paulatina de una y otra funcién para elegir las condiciones de
la digestién y la profundidad a que interrumpir ésta, en que se destruya
més profundamente la capacidad ancafilactégena con la menor pérdida
posible de anticuerpo. Las dificultades mayores de esta tarea experimen-
tal son, en nuestro planteamiento, tres: 1. Conseguir un métode de valo-
racién répido de la funcién anticuerpo que evite la interferencia enojosa

e los pH a que haya'que efectuar la digestién y la presencia, a vaces
perturbadora, del enzima mismo. La resclucién prdctica que dimos a
‘este problefa fué expuesta en su dia ante la Sociedad de Microbié-
logos (1). 2. Mds importante y dificil es valorar rdpidamente la capacidad
-anafilactégena. En efecto, la sensibilizacién de un animal por un anafi-
lactégeno requiere, como es sabido, al menos unas tres semanas, lo que
retrasa enormemente | ejecucién de una serie de experimentos, cada
wuno de los cuales ha de determinar el planteamiento del siguiente. Lo
conseguide ya por nosotros en este sentido nos permite decir quz no
consideramos imposible que lleguemos a establecer un método de diagnés-
‘tico precoz de la inmunizacién. 3. Por 0ltimo, dificulta el problema el hecho
de que para que el efecto sensibilizador pueda ser ejercido con gran inten-
sidad, baste, como hemos dicho, que un corto nimerc de moléculas conser-
‘ven la capacidad anafilactégena; este hecho nos da en nuestro sentir una
indicacién de cémo deba- transcurrir idealmente la digestion: creemos que
hay que orientarla de modo que comiencen sufriendo la preteolisis simul-
taneamente la mayorfa de las moléculas. ‘

10
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Pero ademds, segin autores serios, y segin la experiencia indudable
de los laboratorios encargados de la fabricacién de sueros, mediante la
aplicacién de enzimas proteoliticos puede también conseguirse el enri-
quecimiento quimicc de las proteinas con funciér anticuerpo
con respecto al total de proteinas. En un principio, como dijimos, al
analizar el problema no entendiamos cémo podria lograrse este resultado.

Parfentjev, el primer autor que emprendié este métcdo de purifica-
cién, lo interpretaba admitiendo que la aplicacion de proteinas (concre-
tamente de pepsina) lograba concentrar los anticuerpos, porque a) la
fraccién de albimina se digiere facilmente, b) la fraccién de euglobulina
resiste més la digestién péptica, pero se altera de modo que precipita
en medio dcido y ¢) que, en la digestién suave, que él establece enpi-
ricamente, la pseudoglcbulina (que contiene, repetimos, las antitoxinas),
¢s la Unica fraccién que no se altera (2). Ahora bien, aun si asi fuerag,
evidentemente no se conseguiria nunca una purificacién mayor que la
lograda por el método de salado. Y, en efecto, del examen critico efec~
teado en nuestro laboratoric, apoyado en la experimentacién pertinente
(véase esta misma revista (3), se saca la conclusién de que carece de
sentido aplicar pepsina (o en general una proteinasa) para separar
selectivamente, por su resistencia a los enzimas,
la globulina-antitoxina de las restantes proteinas
del plasma. Persiguiendo esta finalidad concreta se consiguen me-
jores resultados por los métodos fisicos de aislamiento de los diversos
grupos de globulinas del plasma de que antes hablamos, y que se fundan
en caracteristicas fisicoquimicas de las distintas moléculas nativas.

{Coémo se explica, pues, que por la aplicacion de enzimas pueda
pasarse, al parecer, de este limite de purificacién que parecen marcarnos
la proporcién entre las globulinas-anticuerpo y el total de globulina ¥?
Al parecer la solucién puede ofrecerla una observacién fortuita de
Pope (4), cuyo andlisis detallado dejomos para otra comunicacién. Pope,
al intentar separar por coagulacién selectiva, a temperatura suave, la
fraccién antitéxica de la inactiva de las pseudoglobulinas, observé que
se consigue resultado favorable (ccagulacién de producto preferente-
mente inactivo; mantenimiento en disolucién de gran parte de la funcién
anticuerpo) si previamente la pseudoglobulina habia sufrido una accién
suave (sproteolisis ligera?, gmera desnaturalizacion?) ejercida por un

11
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enzima proteolitico. Estudios anteriores de Pappenheimer (5) habian ya
sefialado que una digestién péptica poco profunda y a un pH conve-
niente escinde la molécula de anticuerpo (y de las demds globulinas v)
en dos porciones de tamafio distinfo, aunque semejante, y que pueden
separarse entre si por su distinto peso molecular, una de las cuales porta
la funcién anticuerpo. No hay que decir que este hecho, teéricamente
ol menos, puede permitir una mayor concentracién de la funcién anti-
cuerpo con respecto al material proteico total, ya que elimina —al pare-
cer con escasa pérdida de funcién anticuerpo— un fragmento inerte
de las moléculas de globulina que supone del orden de un 40 por ciento
del material proteico con que todavia contdbamos una vez efectuada la
purificacién por salado.

Ahora bien, esta aseveracién de que la pepsina escinda por la mitad
la molécula de anticuerpo esté en contradiccién con la representacion
mental, el prejuicio, que nosotros tenfamos de la accién proteolitica.
En efecto, la relacién entre substrato y enzima que se da en la proteolisis.
enzimédtica ofrece el cardcter particular de que cada molécula de subs-
trato (cada molécula de la proteina sometida a digestién) presenta un
nimero muy alto de enlaces peptidicos escindibles por el enzima. Como
consecuencia, no podiomos dejar de suponer, a priori, que la apli-
cacién de pepsina (o de otra proteinasa cualquiera) a una mezcla de
varias proteinas habria de conducir a una mezcla totalmente heterogé-
nea de fragmentos muy diversos, separados por cortes dados al azar en
los numerosos enlaces peptidicos que posee cada molécula de substrato.
En definitiva, la aplicacién de una proteinasa a una mezcla de proteinas,
con el fin de lograr la separacién selectiva de una funcién adscrita a
una de ellas, nos parecia, de antemano, inapropiada, ya que crefamos
que habria de tener lg consecuencia de complicar de tal modo la mezcla
que la haria irresoluble, en lugar de simplificarla.

Pero el hecho de que una proteina ofrezca un lugar que sufra pre-
ferentfemente la escisién ejercida por el enzima cambia los términos.
del problema. En primer lugar, hace quimicamente posible conseguir previa
eplicacién de enzimas concentrar la funcién de anticuerpo mds que por
simple salado; en efecto, la funcién de anticuerpo queda soportada,
después de la suave escision enzimdtica, por una molécula homogénea
y de tamafio menor que la molécula de globulina v nativa y, ademds,.

’
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la mezcla de fragmentos resultante de tal proteolisis no es mucho mas
complicada que la mezcla de partida (es decir, sigue ofreciendo po'sibilL
dades de ser resuelta analiticamente). Pero, en segundo lugar, abre un
campo de experimentacién que tal vez guarde conclusiones de alguna
trascendencia tedrica. Como este campo constituye uno de los femas
fundamentales de nuestra investigacién sobre purificacion de antitoxinas,
damos a continuacion las lineas ‘generales de los problemas que creemos
plantea. )

1. El primer punto que hemos decidido esclarecer es si dicha esci-
sibn enzimdtica de la globulina en los ‘dos fragmentos se efectéa por
un solo corte de un enlace peptidico (come nos llevaba a admitir una
primera idea poco reflexionada) o si (como ahora mas bien nos incli-
namos o pensar) exige soltar una serie de tales enlaces. Para contsstar
@ este punto importante, hemos de medir, naturalmente, el nimero de
enlaces peptidicos escindidos (por los incrementos de grupos carboxiio o
amino liberados) en funcién del nimero de particulas independientes. -
Haremos esta segunda determinacién por la medida, por osmemetria, del
peso molecular medio de las particulas contenidas en los digeridos
proteicos. ‘

2. En segundo lugar, si cada desdoblamiento de la molécula en dos
partes independientes implicara una sucesién de cortes, habria que dilu-
cidar si (como parece imponer, en nuestra opinién, la posibilidad de apli-
car proteinasas a la purificacién de antitoxinas) en las globulinas existe
realmente una superficie determinada de fisura més fécil. Si esto es asf
parece indudable que la mezcla de fragmentos resultante de someter a
una digestién conveniente que doble la concentracién molar una disolu-
cién de globulinas vy habria de resultar de homogeneidad méxima. Lo
decision del segundo problema se reduce, pues, desde el punto de vista
experimental, a establecer y aplicar criterios del grado de homogeneidad
en cuanto al peso de las particulas disueltas. '

De momento estamos aln ocupados en resolver experimentalmente el
punto anterior, de modo que carecemos de experiencia con respecto
a cdmo apreciar cudl sea el grado de homogeneidad de tamafio de
una disolucién de fragmentos proteicos. No podemos, pues, precisar las
dificultades prdcticas con que hayamos de tropezar al hacer esta de-
terminacién. Por consiguiente, hemos de limitarnos a exponer como
pensamos abordar este problema.
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Para comparar el grado de homogeneidad de los tama-

fos de particula disuelta de varias disoluciones que po-
sean el mismo nimero de particulas disueltas (por ejemplo para com-
parar a este respecto una serie de digeridos enzimdticos obtenidos
por digestiones llevadas de distinto modo pero, detenidas, todas al
doblarse la concentracién molar del substrato puede determinarse el
porcentaje ponderal o el numérico, que suponen las particulas que re-
basen de cierto tamaiio y el porcentaje que suponen las que no alcan-
cen ofro. Como criterio adecuado para establecer tales porcentajes
pueden usarse métodos fisicos de separacién en los que influya, como
variable determinante fundamental, el tamafio de particula; ulira-
filtracion selectiva por membranas de permeabilidad conocida, ultra-
centrifugacién fraccionada, fraccionamiento por la distinta difusibili-
dad de las particulas, precipitacién por agentes precipitantes de pro-
teinas de peso molecular alto (4cido tricloroacético, acido sulfosalici-
lico, efc.). También pueden dar indicaciones valiosas otros métodos
de fraccionamiento, en los que, aunque el tamafio de particula no
sea la propiedad Onica o fundamental, si sea una variable clara-
mente operante: electrodidlisis por membranas de permeabilidad co-
nocida, examen del espectro electroforético obtenido en condiciones
especiales bien establecidas, precipitacién selectiva por cambios de
la fuerza iénica de la disolucién, adsorcién fraccionada empleando
adsorbentes convenientemente elegidos, etc.

Ademds de estos métodos fisicos, que podemos calificar de directos, para
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conocer el grado de dispersién en los tamafics de las particulas di-
sueltas (en nuestro caso resultantes de la digestiébn enzimdtica de
seroglobulinas), pensamos que puede recurrirse también a un método
biolégico cuyo fundamento queremos adelantar aqui: La funcién sen-
sibilizante de un anafilactégenc (sobre todo cuando se utiliza como
animal de experimentacién el cobayo) se ejerce con plena intensidad
con cantidades increfblemente bajos del anafilactégeno; hasta cierto
grado, la intensidad del estado de sensibilidad especifica (de ana-
filaxia) creado es independiente de la dosis con que se sensibiliza,
de modo que los animales se sensibilizan o no, perc —de sensibili-
zarse— la gravedad con que se preducird el choque frente a una do-
sis desencadenante fija puede ser muy alta, independientemente de
que la dosis con que se sensibilizé fuera muy baja. Por ofra parte,
la capacidad sensibilizante exige que el anafilactégeno posea un
peso molecular relativamente elevado (es decir, los haptenos, si bien
desencadenan, no sensibilizan). De estas dos propiedades de la fun-
cién sensibilizante se deduce que, si sometemos a digestién un ana-
filactégeno, la disolucién no perderd, précticamente, su capacidad
sensibilizante hasta que no hayan desaparecido, puede decirse que en
absoluto, todas las particulas que rebasen de un cierto tamafio. Por
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consiguiente, creemos probable que la pérdida
de la capacidad sensibilizante pueda ofrecer
una indicacién bastante precisa de cudl sea la
profundidad de digestién minima necesaria
para que desaparezcan todas las particulas de
tamafio grande. Ahora bien, esta desaparicién absoluta se
verificard tanto més tarde cuanto més heterogéneo sea el digerido
resultante, es decir, que dicha profundidad puede ofrecernos una me-
dida indirecta de la heterogeneidad con que se produce la digestion
en las condiciones en que se haya llevado a efecto; por tanto, puede
ayudar a establecer: las condiciones de digestién que den origen a un
-digerido lo mds hemogéneo posible en cuantc a tamafio de particula
{eleccién de proteinasa, proporcién enzima/substrato, modo y tiempo
de incorporar el enzima, pH, etc.); téngdse en cuenta que conducir la
digestién de modo que rinda un producto homogéneo es, en nuestra
opinién, de importancia fundamental en la. purificacién de sueros por
via enzimdtica, y ello por dos razones: 1. porque, como hemos dicho
en pdginas anteriores, sblo si la accidn enzimdtica es dirigida puede
resultar posible la separacion ulterior de fragmentos activos e inac-
tivos y asi concentrar la funcién anticuerpo que soportan los primeros,
y 2. porque cuanto mds homogéneos sean los productos de la diges-
tién, fanto menor serd también el nimeroc de fragmentos pequefios
producidos al eliminar totalmente los grandes, es decir, tanto mayor
serd la funcién anticuerpo conservada después de destruir la capacidad
anafilactégena. '

3. Si se confirma nuestra suposicién (planteada en 1) de que cada
escisién en dos fragmentos de una molécula proteica supone la ruptura
de un cierto némero de enlaces (§peptidicos, puentes S-5?), y teniendo en
cuenta los resultados de Pope (4 y 6), Peterman y Pappenheimer (7),
Harms (8), Glaubiger (9), Bourdillon (10), Sandor (11), Hansen (12) vy,
ofros, segin los cuales la molécula ‘de globulina ¥, sometida a una diges-
tién enzimdtica conveniente, puede escindirse de modo regular en dos
fragmentos, hay que sacar la conclusién de que
en la molécula de globulina v existe una super-
ficie de fisura preferente. Esta es la conclusién importante
que puede deducirse del trabajo experimental que realizamos en la
direccién marcada en 1y 2. '

EOE

Evidentemente, la confirmacién de este aserto plantearia toda una
serie de nuevos problemas tedricos que conciernen a la estructura de la
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molécula proteica, a la manera de actuar las proteinasas y, por Ultimo,
tal vez, a la naturaleza de la funcién anticuerpo. Pasemos a exponer
sumariamente las grandes lineas de los problemas teéricos cuya solucién
cabe acercar siguiendo esta direccién de la experimentacion.

a) La primera duda fundamental que se plantea es si el papel que
el enzima desempefia en todos los cortes de enlace necesarios para que
se produzca una fisura es o no siempre el mismo. En efecto, podemos
concebir que una fisura de la ‘molécula en dos porciones se efectle por
uno de los dos modos siguientes

Primer tipo posible de escisiéon dirigida. La mo-
lécula de proteinasa puede suponerse que se fija a la molécula de globu-
lina en virtud de afinidad mutua y que, a consecuencia de esta unién,
se produce un corte de un enlace peptidico de la globulina; dado el
papel de catalizador de la proteiriasa, la molécula“de ésta recupera des-
pués de la reaccién su estado inicial y vuelve a cortar otro enlace pep-
tidico (de la superficie de fisura preferente) y asi continda hasta que, una
vez cortados todos los enlaces de la superficie de fisura, la molécula de
la globulina se ha escindido en dos fragmentos independientes (uno de
ellos la «split antitoxin» de Bourdillon). Indudablemente, segin esta inter-
pretacién, todos los cortes necesarios para que se produzca la escision de
la globulina en dos fragmentos son equivalentes.

De ser ésta la manera de producirse la escision, dentro de ella caben
dos posibilidades tedricas: Una, que después de producirse cada corte
de un enlace peptidice la molécula de proteinasa que lo ha efectuado
quede libre y en disposicion de fijorse al azar sobre una molécula de
substrato cualquiera; éste es el concepto que generalmente —intuitivamen-
te— se tiene de la manera de actuar las proteinasas; ahora bien, no pa-
rece estar muy de acuerdo con el fendémeno de la escisién dirigida; de
ser el que realmente convenga con la realidad, habria que suponer que
la causa de la escisién dirigida es que en la molécula de globulina existe
una zona (la de fisura) que posee especial afinidad para la proteinasa.
La otra posibilidad es que la molécula de la proteinasa no se
suelte de la molécula de globulina después de efectuar cada corte, sino
Gue permanezca anclada a ella’en tanto que no se corten todos los enla-
ces de la superficie de fisura.

Si se confirmara que todos los cortes efectuados por el enzima son
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equivalentes en el sentido dicho, no parece demasiado dificil decidir,
experimentalmente, cudl de las dos posibilidades sea la verdadera. En
efecto, es fécil ver que si el mecanismo de la digestién de las globulinas se
vrodujera segln la primera posibilidad, la eficacia de la accién de cada
molécula de proteinasa en cuanto al nimero de particulas totalmente es-
cindidas por ella —no al nimero de cortes—, en los primeros momentos
de la digestién, serd independiente de la concentracién relativa de subs-
trato; lo que de ningin modo sucederd si los hechos convienen con la
cegunda posibilidad.

®
Ahcra bien, algunos hechos parecen oponerse, en principio, a que

todos los cortes necesarios para que la fisura de la globulina se produz-
ca sean equivalentes en cuanto al modo de haber sido producidos por el
enzima. A este respecto nos parece’ digno de ser considerado el hecho
de que, al parecer, segin el mismo Pope, pueda conseguirse desdoblar
por la superficie de fisura conveniente aplicando distintas proteinasas
(fibrinolisina, con la que descubrié Pope el fendémeno; pepsina,‘habitual—
mente aplicada; tripsina; papaina, etc.); ahora bien, estas proteinasas di-
fieren considerablemente en cuanto al espectro de los enlaces peptidicos
que escinden (segln los importantes trabajos de Bergmann), lo que no ar-
moniza de ningdn modo con la hipétesis dé la existencia en la molécula de
globulina de una superficie de fisura preferente, comdn a dichas pro-
teinasas. :

Segundo tipo posible de escisién dirigida. Pero
cabe también suponer que los cortes de enlace necesarios para que la
molécula de globulina se escinda en dos fragmentos independientes no
son equivalentes en cuanto a la accién del enzima. Puede admitirse, en
efecto, que la molécula de proteinosa, una vez unida a la de proteina
por su afinidad mutua, se limite a cortar un enlace peptidico y que asta
accién tenga como ccnsecuencia una alteracién tal de los campos de
fuerza que mantienen la estructura de la molécula que este primer corte
repercuta, de modo secundario, en la ruptura de los restantes enlaces
que constituyen la superficie de fisura. Habria, pues, que distinguir un
Unico corte primario, efecto de la accién directa del enzima, y una serie
de cortes secundarios (fuera ya del campo de accién del enzima) a con-
secuencia del primer corte. .

Si a consecuencia de la accién de la proteinasa se verificara asi, de
hecho, el desdoblamiento de la molécula de globulina en las dos porcio-
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res independientes, parece probable que en el fraccicnamiento habria de
cbservarse no sélo la apertura de enlaces peptidicos, sino la de enlaces
de ofro tipo. (Creemos que en el futuro habrd que considerar detenida-
mente desde este punto de vista tres grupos importantes de acciones ejer-
cidas sobre moléculas proteicas: 1. la desnaturalizacion proteica- por agen-
tes fisicos o quimicos, 2. el efecto lab que ejercen inicialmente sobre ca-
seina la mayoria de las proteinasas, y 3. las acciones mutuas de desdobla-
miento en dos fracciones que ejercen unas sobre otras algunas moléculas
proteicas del sistema de coagulacién de la sangre.)

" En resumen, el proceso por el que la proteinasa desdobla la molécula
de globulina en dos fragmentos por una superficie de fisura constante,
glantea problemas interesantes y probablemente resolubles con respec-
tc a 1. si el enzima actla sucesivamente sobre cada uno de los enla-
ces necesarios para que se cumpla el desdoblamiento en dos porciones in-
dependientes, o bien si la accién ejercida por el enzima sobre uno de
los enlaces repercute indirectamente en la apertura solidaria de toda la
superficie de fisura, y 2. caso de que el proceso real correspondiera a la
primera posibilidad, si el enzima queda o no en libertad después de cada
corte.

b) Una segunda cuestion importante, que hay que resolver experi-
méntalmente, es si el fenémeno de que la molécula de globulina se es-
cinda enzimdticamente en dos porciones por una superficie determinada
ha de considerarse consecuencia de una propiedad de la molécula de
seroglobulina o de la molécula de proteinasa (es decir del substrato o del
enzima).

Para resolver experimentalmente esta cuestion, es evidente que hay
que comparar los efectos de todas las proteinasas, en el estado de mé-
xima pureza posible, sobre seroglubulina también pura. Si se confirmaror
que al aplicar cualquiera de estos enzimas, en condiciones convenientes,
durante el tiempo necesario para conseguir doblar el ndmero de particu-
las de seroglobulina, se abre el mismo nimero de enlaces peptidicos y de
enlaces disulfuro habria que llegar a la cenclusién firme de que la super-
ficie de fisura debe considerarse propiedad de la molécula de seroglo-
bulina (dado que, como se ha recordado, el espectro de enlaces peptidi-
cos escindibles por cada proteinasa no coincide de unas a ofras). Ahoro
bien, si lo que resultara de la observacién experimental fuera, por el con-
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trario, que la molécula de seroglobulina se desdobla segin distintas su-
perficies de fisura por cada una de las proteinasas, seria ya dudoso (como
luego veremos, pdg. 284) que este fenémeno deba considerarse resyltado
de una propiedad caracteristica de la molécula de seroglubulina y no de
una propiedad caracteristica de las diversas proteinasas.

No hay que decir que la confirmacién de la primera posibilidad (es
decir, la confirmacién de que la escisién enzimdtica dirigida de la molécu-
lo de seroglobulina haya de considerarse propiedad caracteristica de estar
molécula) nos permitiria afirmar que tal desdoblamiento enzimdtico se
efectla segin el segundo tipo posible de escisién di-
rigida (pdg. 281); por el contrario, la confirmacién de la segunda;
posibilidad (es decir, la confirmacién de que la escisién enzimética dirigida
de la molécula de seroglubulina haya de considerarse propiedad caracte-
ristica de la proteinasa empleada) haria sumamente probable que el des-
doblamiento se efectia en la realidad por el primer tipo posible
de escisién dirigida (pdg. 280) (téngase en cuenta que, a prio-

ri, la proposicién reciproca de la Oltima aseveracidon —como se dice al
final del pérrafo anterior— no es necesariamente cierta),

Como problema secundario, sobre todo teniendo en cuenta que, de ante-
mano, los hechos conocidos nos parece que sefialon mds bien al se-
gundo tipo posible de escisién, cabria determinar en las distintas pro-
teinasas lo que podria denominarse constante de reitera-
bilidad de la accién de cada proteinasa. Ya hemos dicho que es
digno de notarse que las proteinas constituyen un tipo especial de
substrato en el sentido de que cada molécula ofrece al enzima un gran
nimero de enlaces escindibles por él; se plantea, pues, el preblema
de si, en el momento de efectuarse la escision de un enlace de una
molécula concreta de una proteinasa dada, existe o no més probabi-
lidad de que el siguiente enlace escindido por dicha molécula de pro-
teinasa pertenezca a la misma molécula de substrato que a ofra dis-
finta.

La constante reiterabilidad carece de sentido dentro del segundo tipo
posible de escisién dirigida; en este tipo de actuacién hipotética, lo
proteinasa no puede decirse que ejerza una dccidn reiterativa, sino una
accién Unica, aungue trascendente; ahora bien scémo distinguir los.
efectos de una accién Unica trascendente de los de una accién reite-
rativa? No verfamos ninguna posibilidad .si no se dispusiera mds que
de una Unico proteinasa; pero, como hemos desarrollado ya en el
apartado a) (pags. 280 a 282), de lo comparacién de los efectos de
la escisién dirigida por diversas proteinasas, fal vez pueda deducirse
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una opinién fundada con respecto a si la accién. de cada una de
ellas corresponde a uno u otfro tipo. Concretamente, creemos que si
todas las proteinasas dirigieran la escision por una misma superficie
de fisura, podria afirmarse que fodas ellas ejercen una Unica accién
que repercute de modo secundario en la ruptura de todos los enlaces
de dicha superficie —es decir, que no se trata de acciones reiterativas,
sino de una Unica accién trascendente—; en cambio, en caso de que
cada proteinasa abra su propia superficie de fisura, el problema que-
dard, de momento, sin resolver, ya que puede concebirse tanto que
cada proteinasa reitere su accién eligiendo una ruta propia de enlaces
con afinidad selectiva para ella, como que se limite a elegir pre-
ferentemente un determinado enlace inicial, distinto para cada una, y
que la trascendencia del enlace (superficie de fisura) sea, en conse-
cuencia, distinta.

Merece tenerse en cuenta que de ningln modo puede descartarse, sin prue-

bas experimentales, la posibilidad "de que una proteinasa actie segun
el segundo tipo posible de escisién dirigida (corte Unico trascendente)
cuando la molécula de seroglobulina esté intacta o se trate de un
fragmento grande de ella y que, en cambio, sus cortes carezcan de
toda consecuencia sécundaria sobre otros enlaces cuando el substrato
sea un fragmento menor de la molécula nativa. (Habria que discutir
—de ccnfirmarse tal caso— si el fenémeno habla en favor de que
la molécula de seroglobulina estd integrada por una suerte de sub-
unidades, separables entre si por dicha accién Unica trascendente,
que, en cambio, ya no resulta operante dentro de ellas.) Podria, pues,
suceder que la proteinasa actuara inicialmente por cortes
Onicos, frascendentes y que terminara su accién por cortes
no trascendentes que, en cambio,. pudieran ser reiterativos. También
merece tenerse en cuenta, como otra posibilidad, que la proteinasa
actuara por cortfes trascendéntes a toda la superficie de fisura, y que
esta accién fuera ademds reiterativa, es decir, que el enzima pudiera
guedar adscrito a uno de los dos fragmentos (resultantes, del modo
dicho, de cada accién suya) sobre el que repitiera la accién Unica
trascendente.

Ahcra bien, lo probable es que la constante de reiterabili-

dad de la accién de las proteinasas no tenga sentido de no con-
tirmarse que la escision de la molécula de seroglobulina por superficies
de fisura-preferente se verifica por cortes independientes dados a los
enlaces que la constituyen (primer tipo posible de escisién dirigida).
En tal caso —al que, a priori, no nos sentimos muy inclinados—
tendria pleno sentido hablar de esta constante que distinguiria entre
si unas protfeinasas de ofras por la inercia relativa a quedar adscritas
por afinidad a la molécula de substrato de la que acaban de cortar
un enlace. En cierto sentido tal constante equivale a la constante de
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Michaelis. Por los distintos valores de’ la constante de Michaelis se ex-
presan las afinidades relativas entre un enzima y cada uno de sus
distintos substratos (tiene, por ejemplo, especial aplicacién enire las
carbohidrasas, cada una de las cuales, como es sabido, hidroliza una
serie de glucdsidos formados todos por un determinado monosacdrido
al que se adapta estrictamente su especificidad de accién, y un agli-
cén cualquiera, que, sin embargo, opera de un modo u otro sobre la
velocidad de la accién); la constante de reiterabilidad de accién seria
sélo aplicable a aquellos enzimas cuyos substratos ofrecieran en cada
molécula muchos puntos de ataque para su accién y, en cierto senti-
do, constituiria una medida de la afinidad entre la molécula de uno
de tales enzimas y la molécula-substrato escindida. Terminemos subra-
yando que, caso de que la accién de una proteinasa sobre la sero-
globulina sea reiterativa, tendria maxima importancia determinar cud-
les sean la proteinasa de mayor constante de reiterabilidad sobre este
substrato y las condiciones para que, con tal proteinasa, se produzca
una accién reiterativa mdaxima, condiciones que, sin duda, serian las
mas favorables para la purificacién enzimdtica de sueros y plasmas.
En este sentido, este estudio, aparte de su importancia tedrica, que
esbozamos a continuacién, tiene gran valor prdctico. Como veremos
en una proxima comunicacién, la frascendencia de esta constante
(siempre en el caso de que las proteinasas actlen segin el primer
modo posible de escisién dirigida) seria también fundamental para
orientar convenientemente la desantigenizacién por via enzimdtica de
los sueros antitéxicos.

¢) Pasemos chora al fercer problema teérico general que nos plan-
tearia la confirmacién de que en la molécula de globulina v exista. una
superficie de fisura preferente frente a la accién enzimatica. (Como diji-
mos en la pdg. 279, en vista de los hechos conocidos de la purificacién
de suercs o plasmas antitéxicos, habria que aceptar la existencia de tal
superficie si se confirmara experimentalmente nuestro supuesto de ‘que la
escisién por proteinasas de la molécula de seroglobulina en dos frag-
rentos, siempre los mismos, supone el corte de un cierto nimero de en-
laces.) Este tercer problema es dilucidar si este fenémenc observado en
la accién de laos proteinasas sobre la seroglobulina se limita a este subs-
trato o si, por el contrario, se extiende a otras proteinas. Por consiguiente,
proyectamos una ulterior labor experimental que consistird en sometsr al
mismo estudio que hemos planeado para la seroglobulina a ofras pro-
teinas que elegiremos tales que se puedan obtener en estado de relativa
pureza, sin desnaturalizar y con caracteristicas fisicoquimicas y biolégicas
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que cenvengan a la resolucion de| problema (por ejemplo, esferoproteinas
de alto peso molecular que posean un grupo prostético cuya acciér
pueda valorarse).

Evidentemente, dos son las soluciones que cabe esperar de esta labor
experimental: que la presentacién de superficies de fisura preferente sect
una propiedad particular de las seroglobulinas (o de un grupo o tipo de
proteinas en las que estén incluidas las seroglobulinas) o que, por el con-
trario, sea una propiedad general de las proteinas. No -hay que decir
que la significacién biolégica del fenémeno habrd de ser muy distinta
en uno y otro casc. Consideremos una y ofra, a continuacién, muy suma-
riamente.

Si la presentacién de superficies de fisura preferente frente a la accion
de proteinasas resultara ser exclusiva de las globulinas v (o de los sero-
globulinas en general), estariamos cerca de sentar dos conclusiones: 1. que
la propiedad dicha radica en el substrato, no en el enzima {ofreciendo
un dato de suma importancia para la resclucién de la cuestion discutida
en b), pdgs. 282 a 285), y 2. que la propiedad dicha estd relacionada de
un modo u otro con las funciones o con la formacién de las séroglobulinas
en el organismo. Respecto a esta Ultima conclusion hipotética, digamos que,
coso de plantearse, obligaria a relacionar dichos planos de fisura hipoté-
tica con dos notas biolégicas caracteristicas de las seroglobulinas (relacién
de la que cabria esperar alguna aclaracion de ellas): ser soporte de la
funcién anticuerpo y ser censtituyentes normales de la sangre (a este Ui-
timo respecto recordemos que, dentrc del complejo sistema de substancias
que intervienen en la coagulacién de la sangre, hay, al parecer, alguna
substancia que experimenta una escisién dirigida por efecto de ofra del
mismo . sistema).

~ Si, por el contrario, la presentacién de superficies de fisura preferente:
frente a la accién de proteinasas fuera una propiedad que presentaran
en general numerosas proteinas, adquiriria extraordinario interés, para la
discusién de la significacion biolégica del heche, la resolucién previa de
ia cuestion discutida en b). En efecto, si el hecho se debiera a una simple
accién reiterativa de los enzimas, que fueran cortando sucesivamente los
erlaces-substrato especificos, no se trataria sino de esclarecer las ca-
racteristicas particulares quimicofisicas de la proteolisis enzimética. Ahora
bien, si el trabajo experimental planteado en b) llega a demostrar que
la superficie de fisura se escinde en virtud del corte de un Unico enlace
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~por la proteinasa (corte que trasciende, en ausencia ya del enzima, a la
ruptura de los restantes de la superficie de fisura), el fenémeno podria
acercarnos al conccimiento de alguna caracteristica interesante de la es-
tructura intima de la molécula proteica. .

RESUMEN

Los resultados obtenidos empiricamente por diversos autores en la puri-
ficacién de plasmas y sueros anfitdxicos con el empleo de proteinosas
parecen indicar que estos enzimas, en determinadas condiciones expe-
rimentales, escinden la molécula de seroglobulina ‘en dos porciones que
son siempre las mismas. Como nos parece improbable que el corte de un
solo enlace peptidico consiga el desdoblamiento de la molécula de esfero-

proteinas en dos fragmentos independientes, nos sentimos inclinados a ad-
mitir la existencia de superficies de fisura preferente frente a la accién

del enzima. En el trabajo se exponen los experimentos proyectados para
demostrar: 1) la existencia efectiva de tales superficies de fisura; 2) el
modo de accién de la proteinasa sobre cada superficie de fisura (bien por
cortes independientes sucesivos sobre cada enlace de la superﬂcié, bien
por efecto de un primer corte directo que trasciende de modo secundario
y en ausencia ya del enzima a la escisién de toda la superficie); 3) si el
fendmeno puede ccnsiderarse propiedad de la molécula de seroglobulina
o propiedad caracteristica de las diversas proteinasas (discusion del con-
cepto constante de reiterabilidad de la accion de las proteinasas), y 4) si.
la escisién enzimdtica dirigida es una propiedad exclusiva de las seroglo-
bulinas (o de un tipo de proteinas especial que las incluye) o es una pre-
piedad general de la estructura proteica.

La comunicacién sefiala la trascendencia de los trabajos emprendidos
para: 1) establecer la forma més conveniente de llevar a cabo la diges-
tibn enzimdtica de sueros y plasmas con el propésito de concentrar la
funcién anticuerpo, y 2) estudiar la trascendencia que lo existencia de
tales superficies de fisura pueda presentar para profundizar en el cono-
cimiento de la funcién y origen biolégicos de las seroglobulinas (si la exis-
tencia de tales superficies es propiedad especial de las seroglobulinas) o
(caso de ser una propiedad proteica general) para profundizar en el co-

°

nocimiento general de las proteinas.
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SUMMARY

The results empirically cbtained by several authors in the purificatior
of plasma and antitoxic serums by the application of proteins seem to
suggest that these enzymes in certain experimental conditions, produce a
tfission of the serumglobulin molecule in two parts which are always the
same. As it seems not probable that the act of cutting a single peptidic
link will succeed in unfolding the molecule of spheroprotein in two indep-
endent fractions, we are willing to admit the existence of preferentia!
fissure surfaces directly opposite to enzym action. In the work are shown
the planned experiments to demostrate: 1) the actual existence of such
fissure surfaces; 2) the mcde of action of the proteinase upon every
surface link, or as a consequence of a first direct cut deriving secundarily,
and in absence of the enzyme to the fission of the whole surface; 3)
whether the phenomenon should be considered a quality of the serum-
globulin molecule. or a distinctive quality of the different proteinases
(discussion of the concept of reiterability of the action of proteirases
constant); and 4) whether the conducted enzymatic fission is an exclusive
quality of the serumglobulins (or of an special protein type including
them) or it is a general quality of the proteinic structure.

The rapport emphasizes the importance of the works undertaken to:
1) establish the more convenient form to go ahead with the enzymatic
digestion of serums and plasmas in order to concentrate the antibedy
function, and 2) to study the importance that the existence of such fission
can have to deepen in the knowledge of the function and biological origin
cf the serumglobulins (should the existence of such surfaces be a special
quality of serumglobulins) or (should be a general proteinic quality) to
deepen in the general knowledge of proteins.
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INSTITUTO I. B. Y. S.
LABORATORIO DE BIOQUIMICA

ESTUDIOS SOBRE PURIFICACION Y DESANTIGENIZA-
CION ENZIMATICAS DE SUEROS Y PLASMAS
ANTITOXICOS

Il. ESTUDIO CRITICO CONFIRMADO EXPERIMENTALMENTE DE LAS NO-
CIONES DE PARFENTJEV SOBRE LA CONCENTRACION ENZIMATICA DE
LAS ANTITOXINAS (*)

por
F. Cordén y A. Martinez.

CONSIDERACIONES GENERALES

En nuestra comunicacién anterior (1) (primera de la serie en que
expondremos nuestros trabajos acerca de la purificacién y desantigeniza-
cién enzimdticas de sueros y plasmas antitéxicos) defendemos la opinién
de que carece de sentido aplicar proteinasas a la purificacién de antito-
xinas si el propésito que guia la purificacién es concentrar las
globulinas portadoras de la funcién de anticuer-
po en su estado o tamafio nativo. Parfentiev, cuyos traba-
jos empiricos (2) abren la época, hoy en pleno vigor, de la purificacién por
via enzimdtica de antitcxinas, tiene, en cambio, como idea rectora la
opinién contraria que se sostiene en la literatura. Por este motivo deci-
dimos centrastar una y otra opinién con los hechos del modo que expone-
mos a continuacion.

Parfentjev digiere el suero antitéxico a pH 4,6, dos - dias, a 27° C,
con pepsina; elimina el precipitado que se separa en el curso de la diges-

(*) Trabajo presentado en la sesién celebra(;la en Madrid por la Sociedad de .
Microbiélogos Espafioles el dia 26 de abril de 1954.
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tién (constituido, segun él, por euglobulina, etc.), neutraliza el filtrado y le
concentra por ultracentrifugacion.

Para purificar el concentrado lo precipita con sulfato aménico que, se-
gun él, separa las fracciones digeridas (peptonas, proteosas, etc.) que
quedan disueltas del precipitado de material casi intacto que contiene las
antitoxinas. Dializa el precipitado activo, que se solubiliza, y separa las
porciones activa e inactiva por adsorcién selectiva a Ca,(PO,), (que fija
gran parte de las proteinas inactivas, lipoides, pepsina, substancias colo-
rantes, etc.). ’

Al parecer, Parfentjev funda su procedimiento en la distinta velocidad
con que la pepsina digiere las diversas fracciones del plasma; segin él,
<la albOmina se digiere hasta volverse casi toda eliminable por didlisis,
la euglobulina sufre una digestién parcial y lo no digerido precipita en
medio dcido, mientras que la pseudoglobulina (donde radican los anti-
cuerpos), si bien- sufre también una digestién parcial, conserva la solubili-
dad de sus trozos intactos». Concretando, segln este autor, la pepsina
puede actuar como agente de un fraccionamiento selectivo de las protei-

“nas del plasma, primero, por digerir més facilmente la albUmina que las
giobulinas, de modo que aquéllas, después de la digestion, pueden sepa-
rarse totalmente por didlisis, sin pérdida sino de una fraccién de las glo-
bulinas y, segundo, perque el enzima actia también de modo distinto
scbre las eu y pseudoglobulinas, ya que las primeras, antes de ser de-
gradadas, experimentan una suerte de accién (podemos decir se des-
raturalizan) por el fermento, de tal modo que se insolubilizan, mien-
tras que las pseudoglobulinas que sigan sin degradar conservan su solu-
bilidad. _

Este trabajo de Parfentjev es fundamental, porque abre el camino de
la aplicacién de enzimas al enriquecimiento de preparados antitéxicos.
Resulta, no obstante, alin hoy, equivoco tanto en su propésito como en la
interpretacién de la esencia de los procesos que, por primera vez (*), re-

(*) Aunque muy anteriormente O. Imray (3) habia patentado un método “para
eliminar la albimina de antitoxine y toxinas de origen animal y bacteriano por la
accién de fermentos capaces de digerir la albiimina, por ejemplo, fermentos pepto-
nizantes”, prescindimos del analisis de esta patente por la siguiente razén: En
aquellas fechas los anticuerpos se consideraban como entidades quimicas distintas
de las albiiminas y globulinas de la sangre (la identificacién de los anticuerpos
con seroglobulinas es muy posterior). Por tanto, resulta muy-claro lo erréneo de la
suposicién teérica en que se basa tal patente: eliminar las proteinas (lo que en la
patente se denominaba albiimina) ‘por digestién proteolitica, que se supone no alte-

“rard los anticuerpos, considerados de naturaleza no proteica.

2
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comienda. Es indispensable, por consiguiente, someterlo o una atenta
consideracién critica.

Tal como lo expone Parfentiev, su métode puede equipararse o los
de fraccionamiento por salado, ya que al parecer, por la digestion pép-
tica pretende separar, de las proteinas del suero, una fraccién en que
estén contenidas de modo preferente las antitoxinas en estado native.
Para que el método de Parfentjev supusiera una ventaja sobre el de
salado, seria necesario que la fraccién que deja sin atacar ni desnaturali-
zar la pepsina correspondiera mds estrictamente a la fraccién de antito-
xinas puras que la fraccién compleja de las pseudoglobulinas (asi se de-
romina, en realidad, una fraccién compleja establecida de modo empirico
precisamente por salado). A priori, parece que si lo que se persi-
guiera realmente con la aplicacién de pepsina fuera este propésito, los
resultados no podrian ser satisfactorios. En efecto, se trataria de beneficiar
entre una mezcla de varias substancias (albdminas, globulinas @, 6 y v,
fibrindgeno, factores del complemento, enzimas fibrinoliticos, protrom-
bina, isoaglutininas, hipertensinégeno, mucoglobulinas, etc.), todas
substratos de la pepsina, una de ellas y precisamente por la
aplicacién de este efecto comin sobre todas; la consecuencia légica pare-

. ce ser que la aplicacién del enzima no habria de conseguir sino compli-
car el problema, tanto por destruir parte del principio activo como por
aumentar la heterogeneidad de la mezcla que desea fraccionarse. Para
que lo digestiéon péptica compensara estos inconvenientes y alcanzara «
mejorar los resultados obtenidos por el salado, persiguiendo el mismo pro-
posito que éste, seria, al parecer, necesario que se cumpliera la condicién
siguiente: que dentro de la mezcla de substancias que constituyen la pseu-
doglobulina, un grupo apreciablemente mds restringido de ellas, en el que
estuvieran incluidas las antitoxinas, poseyera una especial resistencia al
efecto de la pepsina. Podemos decir que, aunque en esta interpretacién
incurran mds o menos explicitamente algunos autores, no parece de
ringin modo probable; en nuestra opinién, esta idea equivocada pro-
cede de una observacién real, a saber: que los sueros antitéxicos se
digieren por la pepsina con alguna mayor lentitud que los normales.
Ahora bien, la causa mds probable de esta diferencia de comportamien-
to, en opinién de Schultze (4) (véase pdg. 294), que ha estudiado dete-
nidamente el problema comparando suero equino normal con suero
equino antidiftérico, consiste, sencillamente, en que el primero posee mayor
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proporcién de globilinas con respecto a albiminas que el segundo y
aquéllas se digieren mds lentamente que éstas per dicho enzima. En
definitiva, si lo que se pretende no es sino separar
un determinado tipo de moléculas proteicas en
en el estado en que preexistian en el suero mez-
clados con la menor cantidad posible de lastre,
no parece existir ninguna razén que permita esperar que la digestién
péptica haya de sustituir con ventaja la insolubilizacién fraccionada por
salado.

ESTUDIO DETALLADO Y CONFIRMACION EXPERIMENTAL

Para puntualizar mejor el problema de las diferencias de digestibili-
dad por la pepsina de sueros normales y antitéxicos a que antes se hizo
referencia, hagamos algunas consideraciones incidentales. A priori,
el hecho, bien estudiade por Schultze (4) y confirmado por nosotros (*),

(*) Schultze compara la digestibilidad por la pepsina de sueros equinos anti-
téxicos y de sueros normales y aprecia que los primeros, en determinadas condicio-
nes, se digieren con menos rapidez que los segundos. De sus resultados el autor
deduce que la resistencia a ser desdoblados por la pepsina no estd en relacién
con la cantidad de antitoxinas que contiene el suero, ni con la de substancias nitro-
genadas no proteicas, y si con la proporcién globulina-albiimina de los sueros.

El trabajo de Schultze estd bien ordenado, es concienzudo y recoge el examen
de numerosos” sueros. Sin embargo, al enjuiciar sus resultados debe tenerse en
cuenta: 1, que el método seguido para determinar la profundidad de la proteolisis
(por la cantidad de proteina poco digerida determinada nefelométricamente por la
adicién de 4cido sulfosalicilico) no refleja directamente ésta, como lo hace la deter-
minacién de los incrementos de los grupos -carboxilo y amino libres; por tanto, aun-
que ofrece la ventaja de ser cdmodo, presenta el inconveniente de que la fraccion
de material proteico que precipita por el dcido sulfosalicilico puede ser cuantita-
tivamente distinta para una misma profundidad de digestién, o cuantitativamente
andloga para digestiones distintas (segin sea la naturaleza del substrato) : 2. que las
diférencias entre la digestibilidad de los sueros observados por Schultze son pe-
quefias y, en ocasiones, al parecer, no totalmente convincentes (véase Tabla X de
su trabajo). Nétese también que estas diferencias desaparecen al digerir en liqui-
dos que contengan el substrato y el enzima a concentraciones mds altas que las que
el autor emplea o que estén puestos a un pH préximo al 4ptimo de accién de
la pepsina. !

A pesar de estas objeciones de procedimiento, nuestra opinién, fundada en expe-
rimentos propios que luego se expondrdn, es que las conclusiones deducidas por
Schultze son correctas y, por tanto, que las diferencias se deben a que la sero-

4
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1o puede deberse, en nuestra opinién, sino a una de estas tres causas:
1.2, a la aparicién (o incremento) en el suero inmune de un inhibidor del
enzima; 2.2, a la aparicién -de globulinas especiales (las antitoxinas
mismas) dotadas de mayor resistencia a la pepsina que las normalss, y
32, a la alteracién de las proporciones entre albUminas y globulinas
a consecuencia de la inmunizacién, con el efecto de un aumento relativo
de las mas resistentes al fermento (globulinas). Consideraremos a conti-
nuacién cudl de estas causas sea la mds probable. -

1.2 Como hemos dicho, la primera causa posible de la menor di-
gestibilidad péptica de un plasma equino antitéxico con respecto a uno
normal puede ser la aparicién (o incremento) en el plasma del animal
dador, como consecuencia de la hiperinmunizacién (*), de un inhibider
de la pepsina, entendiendo por éste una sustancia que no sufra como subs-
trato la accién del enzima, pero que impida en mayor o menor grodo
su efecto sobre substratos apropiados. Para excluir esta posibilidad, a
priori muy poco verosimil y carente de congruencia biolégica, se
efectuaron los experimentos siguientes:

Se compararon entre s la digestibilidad de las siguientes muestras:
ensayo 1, plasma antitdéxico, plasma normal y plasma normal 4 re-
siduo no proteico procedente de plasma antitéxico; ensayo 2, ca-
seina, caseina - plasma antitéxico y caseina -+ plasma normal, y
ensayo 3, caseina, caseina - residuo no proteico procedente de
plasma antitéxico, caseina -+ residuo no proteico procedente de plasma
normal, y mezcla de residuos no proteicos procedentes de plasma nor-
mal y de plasma antitéxico.

(En todos estos ensayos se determiné la marcha de la digestion por
el incremento de grupos aminos segin el método de Lindenstrém-Lang (5);
se utilizaron quince partes de pepsina —titulo 1:10.000— por cien par-
tes de substrato; la digestion se efectud siempre a 37° y pH 3,1; las de-
terminaciones de los grupos amino se efectudron a las 0, 1/2, 1, 2, vy

alblimina se digiere con mayor facilidad que la seroglobulina y a que los sueros
antitéxicos obtenidos por hiperinmunizacién poseen mayor proporcién de globulinas
que los.sueros normales de la misma especie. Ahora bien, la diferencia de diges-
tibilidad es, en general, tan pequefia que, en ocasiones, se invierten los términos,
para lo cual bastard, probablemente, que, en el curso del almacenamiento, las
protefnas del suero antitéxico hayan experimentado una desnaturalizacién mds
profunda o de otro tipo que las del suero nativo testigo.
(*) Véase nota al pie de la pdgina 301.
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4 horas. Para todas las mezclas se mantuvo constante la concentracion:
total de proteinas-substrato —1 por 100— vy, en las que contienen dos

substratos proteicos éstos se mezclaron- a partes iguales. El residuc
no protfeico -se preparé por la precipitacion del correspondiente plasma
en medio alcohdlico al 70 por 100. La precipitacién se efectué afiadien-
do a través de un capilar al plasma enfriado y sometido a intensa agi-
tacion alcohol a —20° C., primero de 30 por 100 y después de con-
“Centracién creciente hasta llegar a un liquido de la concentracién final
cicha; la proteina se separé por centrifugacién y el liquido, que no pre-
cipita por écido tricloroacético, se concentré hasta el volumen inicial.
Enel ensayo 1 se observé una digestién prdacticamente igual en
las tres mezclas. En el ensayo 2, si bien la caseina sola se digirié
algo més répidamente que las dos mezclas a partes iguales de caseina
y plasma (antitéxico o normal), el descenso, que —naturalmente— no
cabe atribuir sino a la distinta indole del subsirato, es semejanfe con uno
y otro plasma. El ensayo 3 demuestra que .la adicién, tanto de
uno como de ofro residuo, no perturba. sensiblemente la velocidad de di-
gestién de la caseina. (De los dos veces que efectuamos este ensayo en
una se observé que la adicién, tanto de uno como de otro residuo, dis-
minuia ligeramente y con igual intensidad la velocidad de digestion de
lo caseing; en la otra, el efecto, también ligero, fué el contrario; hay que
atribuir el ligero efecto de signo, unas veces positivo y ofras negativo,
a alteraciones del estado fisico del substrato —caseina muy cerca de su
punto isoeléctrico—, pero rechazar todo efecto inhibidor ni activador.)
En definitiva, los resultados de los tres ensayos (que confirman los de los
experimentos propios anteriores) permiten afirmar que la mayor resisten-
cia de los sueros antitéxicos a la accién de la pepsina no se debe a la
aparicion ni al incremento en el plasma del animal sometido a hiper-
inmunizacién, de un inhibidor de la pepsina. Queda también demostrado
que el suero equino normal tampoco inhibe dicha accién fermentativa.

22 Como es sabido que por la inmunizacién aparecen seroglobuli-
nas nuevas (a saber, los anticuerpos especificos para el antigeno con que
se inmuniza) pudiera opinarse que el anticuerpo creado en la hiperinmu-
rizacién de los caballos que nos ocupa, esto es, la antitoxina diftérica,
posee una resistencia considerablemente mayor a ser digerida por la pep-
sina que el conjunto de las globulinas. A priori esta propiedad es
muy poco probable. En efecto, téngase en cuenta, ante todo, que las anti-
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toxinas no constituyen un tipo especial de anticuerpos (en realidad el cri- -
terio de clasificacién de los anticuerpos —precipitinas, aglutininas, anti-
toxinas, citolisinas, etc.— no responde a caracteristicas de su propia natu-
raleza, sino meramente a la manifestacién exterior de su reaccién con los
anfigenos correspondientes, manifestacién que, en cada caso, depends de
los propiedades e incluso del estado fisico del antigeno y no del anti-
cuerpo); las antitoxinas, en efecto, como se sabe desde ‘los trabajos de
Ramén (6), en condiciones apropiadas, se comportan como precipitinas
frente al antigeno correspondiente; ademds, opinamos que, dado el esta-
do actual de nuestos conccimientos, puede afirmarse con seguridad que
las antitexinas habrén de proceder de una conformacién de las globulinas
normales que se produzca en el tipo de células de que proceden éstas
y en virtud de un proceso comin a la formacién de los anticuerpos inmunes
{e incluso nos atreveriamos a decir que a la formacién de los naturales);
por Ultimo, téngase en cuenta que ni el antigeno completo ni ninguna
fraccién de él forma parte, en substancia, de la globulina inmune. Por
tanto, parece légico sustituir la pregunta de si la antitoxina diftérica (*)
posee una resistencia considerablemente mayor a ser digerida por la
pepsina que el conjunto de las globulinas, por la cuestiéon més general
de si es de esperar que la transformacién de la globulina normal en
“inmune haya de modificar su digestibilidad por la pepsina. Esta pregunta
parece, a priori, que puede contestarse d‘e modo negctivo por las
consideraciones siguientes: S
a) En el estado actual de las investigaciones inmunolégicas nos pa-

rece muy dificil precisar el concepto de globulina normal por oposicién al
«concepto de globulina inmune (o, con més generalidad, al de globulina
dotada de afinidad especifica -para determinada substancia) y conside-

(*) O, en general, todas las antitoxinas. Recordemos que Parfentjev considera
que tanto su método como cualquier otro de purificar une antitoxina es aplicable
a todas las demds (el autor especifica las de la difteria, tétanos, estreptococo he-
molitico, estafilococo, perfringens, vibrién séptico, oedematiens, histolitico, Sordelli,
botulinica tipo T y II y andlogas). Parfentjev continda en el error —hoy en
general superado— de considerar que dentro de los anticuerpos las antitoxinas
-constituyen un grupo homogéneo por su propia naturaleza, cuando, en realidad,
entre una antitoxina y otra no existe ningiin caricter substancial comin que no
pueda darse entre una antitoxina y cualquier otro anticuerpo. Su efecto comin
(que dié6 origen al nombre de antitoxina) radica mieramente en una propiedad
comiin a sus antigenos (toxinas) y no justifica la postulacién de otras propiedades
.comunes y exclusivas_de ellas, que sean independientes de los antigenos. (Nétese
que los antigenos no obran como tales por la toxicidad.}
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ramos imposible diferenciar experimentalmente y separar las dos clases
de globulinas. Podemos aducir que el conjunto de seroglobulinas de un
cnimal contendrd una mezcla de globulinas dotadas de especificidades
muy diversas; cada uno de los determinantes de los procesos de inmuni-
zacién que sigan en marcha en el momento de la’sangria o (dada la vida
media del anticuerpo) lo hayan estado dentrc de los veinte dias anterio-
res a ella, contard con un nimerc mayor o menor de globulinas dotadas
con actividad especifica para él; podemos admitir como muy probable
gue exista, ademds, una fraccién de globulinas (o, més precisamente, de
las globulinas transformables en anticuerpos) que no esté marcada por su
atinidad especifica para ningin determinante de ningln antigeno. Ahora
bien, es innecesario decir que no pcseemos ninguna indicacién acerca
de la cuantia de esta fraccién carente de afinidad especifica, ya que la.
adquisicién de afinidad no confiere ninguna caracteristica fisica ni qui-
mica general (sino la particular de la afinidad especifica misma) y, por
otra parte, es impecsible agotar una a una las fracciones de globulinas
marcadas por las distintas especificidades, por desconocerse, préc’riéo-
mente en absoluto, la naturaleza de los procesos de inmunizacién endége-
nos y exdgenos que en un momento determinado puedan estar en mar-
cha en un organismo animal. Y lo anterior vale refiriéndonos al estado
en que.vierten a la sangre las globulinas desde las células productoras de-
ellas; a fortiori, téngase en cuenta que desconocemos por completo
la historia intracelular de la globulina, no siendo de ningln modo invero-
simil que una molécula de globulina que intracelularmente recibié una
configuracién que le confirié una especificidad determinada, pueda per-
derla intracelularmente, quedando exenta de especificidad vy, tal vez, in-
cluso volver a recibir en la célula una especificidad nueva. En este caso
¢habriomos de admitir que con la afinidad especifica se perderia simul--
taneamente la resistencia a la accién de la pepsina o, al contrario, que
solamente las globulinas «virgenes», por decirlo asi, son las ldbiles ante el
fermento? Por ofra parte, esta globulina que: nunca recibié una afinidad
especial, ¢debe considerarse «normal» en sentido estadistico o, por el
contrario, como parece muy probable, lo normal 'sea que adquiera en bhreve:
plazo una afinidad especial y que esta adquisicién esté ligada a la” acti-
vidad funcional normal de las globulinas en sus células de origen? Como
se desprende de las-consideraciones anteriores, es muy poco probable
que dentro de las globulinas los anticuerpos representen algo especial;
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por ofra parte, también se deduce que es dificil resolver experimental-
mente el problema, pues si bien es cierto que, teéricamente, puede aislarse
un anticuerpo dotado de determinada especificidad, es imposible, en cam-
bio, obtener un término de comparacién para su digestibilidad; a saber,
la digestibilidad de globulinas carentes de toda especificidad inmunolé-
gica (y aun menos la de globulinas que hayan carecido de tales especi-
ficidades desde su origen en la célula madre) y que, no obstante, per-
tenezcan a las transformables en anticuerpos.

b) En abcno de la opinién de que la transformacién de la globu-
lina normal en inmune no cambia la digestibilidad por pepsina habla
también el hecho, bien establecido, de que la adquisicion de una espe-
cificidad determinada no modifica de modo apreciable las propiedades
fisicas, quimicas ni seroldgicas de. las globulinas; con respecto a estas
Ultimas propiedades, recordemos que, €eomo es sabido, si se inmunizan
unos conejos con globulinas normales de una especie animal y ofros co-
nejos con globulinas anticuerpos para determinado antigeno procedente
de la misma especie que las normales, los dos anticuerpos de conejo obte-
nidos reaccionan indistintamente y con igual intensidad con ambas globu-
linas, y que, en cambio, no manifiesten ningln parentesco serolégico dos
sueros de conejos obtenidos vacunando sendos grupos de estos animales
con anticuerpos para el mismo antigeno, pero procedentes de animales de
distinta especie. Es de conocimiento general la sensibilidad con que se
acusan en la especificidod de los anticuerpos pequefias diferencias de
estructura existentes entre moléculas antigénicas por lo demés tan semejan-
tes que el criterio seroldgico es el Unico que permite distinguirlas; parece,
pues, en contradicciéon con todos los hechos recogidos por la investiga-
cién inmunolégica admitir que pudiera producirse una alteracién tan pro-
funda de la molécula de globulina que modificara esencialmente su diges-
tibilidad por la pepsina, sin que la alteracién se reflejara en absoluto
en la especificidad de la globulina como antigeno.

A pesar de las consideraciones anteriores § de la dificultad objetiva
del problema expuesto anteriormente, se intenté confirmar la impresién de
que la menor digestibilidad de los sueros antitéxicos con respecto a los
normales no se debe a una resistencia especial de las antitoxinas. Para
decidir la cuestién se planeé el experimento siguiente:

Se compararon las digestibilidades de globulina y de albdmina proce-
dentes de suero equino antidiftérico.
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Para obtener las dos fracciones proteicas se procedié de modo rigurosa-
mente igual con los dos sueros, que se habian obtenido recientemente
y se-conservaron hasta el momento de ser trabajados en nevera a
—20°, sin adicién de conservador. Para preparar las fracciones se
recurrié al método de T. L. McMeekin (7), que utiliza sulfato aménico
como agente del fraccionamiento, pero toma especiales precauciones
para evitar ‘toda desnaturalizacion (*). Como en otros experimentos
nuestros, se aprecié la profundidad de las digestiones (a los tiempos
0,1/2, 1, 2 y 4 horas) por el incremento de los grupos amino mediante
la técnica de Linderstrém-Lang; se aplican 15 partes de pepsina, de
titulo 1:10.000, por 100 partes de substrato; las digestiones se efec-
tuaron siempre a 37° C. y pH 4,5 (que, segin Schultze, es el mas
favorable para apreciar la distinta digestibilidad de los sueros); en
todas las mezclas la proteina-substrato se disolvié en una concentra-
cién del 0,5 por 100.

Resumimos los resultados de la marcha de la digestién:

A N aminico
) Horas (en mg?) (pro-
Proteina-substrato de medios de dos
digestién determina-
ciones)
-1/2 0,035
Albimina de suero mormal ... ... ... ... ... .. 1 0,14
2 0,14
4 : 0,27
' 1/2 0,00
Globulina de suero normal ... ... ... ... ... ... 1 0,035
2 0,035
4 0,105
1/2 0,08
Alblmina de suero antitéxico ... ... ... ... ... 1 0,15
2 0,18
4 0,355
1/2 0,00
Globulina de suero antitéxico ... ... ... L 0,08
2 0,08
4 0,13

(*)  El autor incorpora la disolucién de sulfato aménico por didlisis a través
de membranas giratorias. Hemos sustituido este modo de operar, lento y complicado,
por la adicién a través de un capilar de disoluciones de sulfato aménico de
molaridad creciente (molar, 2-molar, 4-molar). Las fracciones de globulinas v de
albémina precipitadas, no se sometieron a ulterior purificacién, como hace dicho
autor. Al dializar contra agua corriente ambas fracciones, se produce un abundante
precipitado que se redisuelve casi totalmente al afiadir el NaCl calculado para
establecer una concentracién del 0,85 por 100.

10
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Como conclusiones, se observa: 1, que tanto la albdmina de suero nor-
mal como la de suero antitéxico se digieren mucho mas répidamente que
las globulinas de una y otra procedencia; 2, que de acuerdo con lo pre-
visto, la digestibilidad de la globulina de suero antitéxico es muy seme-
jante a la de la globulina de suero normal (y que lo mismo puede decirse
de las dos albiminas), y 3, que la pequefia diferencia que se observa
entre los dos globulinas (y entre las dos albiminas), aunque de un orden
‘tal que puede no ser significative (¥) de diferente digestibilidad, habla en
favor de que, mds bien, se digieren con una ligera mayor facilidad los
componentes del suero antitéxico. En todo caso, y como resumen, puede
afirmarse, seguramente, que las globulinas del suero antitéxico no ofrecen -
‘mayor resistencia que las del suero normal a ser digeridas por la pepsina.

3.2 Queda, pues, como Unica causa posible para explicar la menor
digestibilidad péptica de un suero antitéxico con respecto a uno normal,
la tercera de' las consideradas; a.saber, que en los sueros obtenidos en
hiperinmunizacién (**) con el antigeno correspondiente esté desplazada la
proporcién entre las diversas seroproteinas en el sentido de un enrique-
cimiento relativo de oquellas a las que la pepsina digiere con menos

(*) Evidentemente, para poder afirmar que una diferencia del orden de las
apreciadas en el cuadro es o no significativa de una distinta digestibilidad, seria
necesario efectuar numerosas determinaciones y analizar estadisticamente la dis-
persién de los resultados. No consideramos oportuno hacerlo por dos razones:
1.° porque el cuadro demuestra con seguridad lo que deseibamos comprobar (que
las proteinas del suero antitéxico no son menos digestibles por la pepsina que las
‘homélogas del suero normal), y 2.° porque, probablemente, bastari una pequefa
desnaturalizacién para modificar ligeramente la digestibilidad de una seroproteina.

~(**) En nuestra opinién, parece necesario precisar los conceptos de inmuniza-
cién. e hiperinmunizacion. No es éste lugar para emprender una investigacisn a
fondo de este punto, que parece mis propio para ser estudiado en conexién con el
problema de la obtencién de sueros nativos. Aqui podemos limitarnos a sugerir
que, en nuestra opinién, cuando se intente matizar conceptos con el empleo dz am-
bas voces, tal vez fuera oportuno convenir en reservar el empleo de la palabra in-
munizacién para referirse al proceso cuando éste haya alcanzado el estado de
equilibrio y la palabra hiperinmunizacién para referirse a las fases iniciales del
proceso, previas a la eonsecucién de dicho equilibrio.

A nuestro modo de ver, la administracién parenteral de un antigeno provoca en
el animal que lo recibe, a) una serie de fenimenos que podemos denominar tras-
tornos inespecificos generales vinculados a la antigenicidad (alteraciones de las
proporciones entre las diversas seroproteinas, alteraciones de la temperatura del
organismo, alteraciones del nimero de'glébulos de la sangre; la secuencia entre
estas alteraciones no ha sido estudiada como, evidentemente, merece), b) otros
fenémenos peculiares a un antigeno determinado, pero vinculados a su funcién anti-
.génica y que denominaremos trastornos inespecificos particulares vinculados a la
antigenicidad (efecto de toxinas, efectos especiales de la inmunizacién con dosis

11
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ropidez. En nuestra opinién, parecen hablar concluyentemente en favor
d= esta hipétesis los dos hechos siguientes, bien confirmados: 1, que, a
consecuencia de una hiperinmunizacién, se modifique la proporcién entre
las proteinas del suero en el sentido de aumentar el contenido de globuli-
nas a expensas del de albdminas (¥), y 2, que, como puede verse, -por
eiemplo, en el cuadro anterior, las albdminas se digieran con més rapidez
que las seroglobulinas.

En efecto, si se modifica la proporcién entre globulina y albimina, las.
mezclas ofrecen una escala de digestibilidad creciente con el contenido
de albimina. Véase, como ejemplo, los resultados del siguiente experi-
mento propio:

Se efectuaron dos ensayos en los que se compararon las digestibili-
dades de los siguientes productos: ensayo n.% 1, suero equinc nor-
mal, suero equino normal enriquecido en la propia albUmina y suero equi-
na normal enriquecido en la propia globuling, y ensayo n.° 2,
suero equino antidiftérico, suero equino antidiftérico enriquecido en la pro-
pia albimina y suero equino antidiftérico enriquecido en la propia glo-
bulina.

Suponemos que un suero poseerd, como término medio, de acuerdo con
los datos analiticos de la literatura (8, 9), 49 partes de globulinas
totales y 46 de albdminas por 100 de proteinas; partiendo de este
dato, se afiade a uno y otro suero la cantidad calculada de albdmina
para que su contenido de ella se haga 1,5 veces mayor; lo mismo se:
hace con la globulina. Estos productos se obtuvieron por el método de
McMeekin, como se expuso en la pagina 300. Las seis mezclas de uno
u ofro ensayo poseen igual contenido de proteinas totales (0,05 por
100). Se digiere a 37°, a pH 4,5 con 15 parfes de pepsina de titulo:
1:10.000, por 100 partes de substrato.

altas de ciertos antigenos) y, por dltimo, c) los fenémenos especificos de-la inmu-
nizacién (aparicién de anticuerpos —globulinas inmunes— con afinidad especifica
para el antigeno, creacién de anafilaxia para este antigeno).

En la hiperinmunizacién juegan papel destacado los fenémenos a) y b) y la
creacién de los fenémenos especificos ¢). En la inmunizacién han remitido los fend-
menos a) y b) y se mantienen a nivel constante los fenémenos especificos c).

(*) Consideramos que este hecho estid perfectamente establecido por la vasta
literatura concerniente a los desplazamientos cuantitativos que experimentan las
seroproteinas durante los procesos de inmunizacién. En nuestra opinién, se desco-
noce la secuencia de fenémenos entre el proceso primario de la inmunizacién y dos
consecuencias visibles de él: el trastorno del espectro electroforético del suero san-
guineo y la adquisicién por determinadas globulinas de una capacidad de reaccién
especifica. Las interpretaciones actuales parecen inconsistentes y afectadas del vicio-
teleolégico que sufre la concepcién vigente de la inmunidad.

12
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Los resultados se recogen en el siguiente cuadro (los incrementos de
N aminico se determinaron, a los tiempos consignados, por el método de

Linderstrdm-Lang):

Substrate proteico .

Suero equino normal ... ... ... ... ... ... .. .. ..
Suéro equino normal enriquecido en albimina. ...
Suero equino normal enriquecido en globulinas ...
Suero equino antidiftérico ...

Suero equino antidiftérico enriquecido en albimina.

Suero equino antidiftérico enriquecido en globulina.

Horas
de
digestion

< N
[ [

o -

A N aminico
(en mg.) (pro-
medio de dos

determina-
ciones

0,095
0,145
0,165
0,20

0,09
0.10
0,20
0,21

0,05
0,05
0,11
0,14

0,07
0,08
0,08
0,23

0,11

0.135
0,135
0,215

0,07
0.07
0,09
0,18

Del examen del cuadro puedé deducirse la conclusién de que, en efec-
to, el enriquecimiento relativo de un suero en globulinas provoca una
disminucién apreciable de la digestibilidad. El orden de la cuantia de
esta disminucién, indudablemente, es pequefio, como era de esperar dada
la corta diferencia de digestibilidad que aprecia Schultze en sus numero-

SOS ensayos.

En resumen, la investigacién de la causa de la distinta digestibilidad

ce los sueros normales y antitéxicos parece llevar a la conclusién de que

la pequefia diferencia observada se debe a que los segundos (mas por el

proceso de hiperinmunizacién que por el contenido real de anticuerpos

13
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antitéxicos) peseen mayor proporcion de globulinas con respecto a albo-
minas que los segundos. En cambio, al parecer, puede afirmarse que las
globulinas-anticuerpo se digieren con igual facilidad que los normales (con
la salvedad de la dificultad de concretar el concepto de estas Oltimas).

11
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Del examen critico de las nociones de Parfentjev podemos sentar la
cenclusion de que carece de sentido la aplicacién de pepsina (o, en ge-
neral, de una proteinasa) para separar selectivamente las moléculas de
globulina en estado o tamafio nativo con funcién de anticuerpo de las
restantes proteinas del plasma sanguineo. Persiguiendo esta finalidad se
consiguen mejores resultados por la aplicacién de otros métodos de ais-
lamiento de diversos grupos de seroglobulinas (fraccionamiento por sala-
do, por didlisis, por electroferesis, etc.) que se fundan en caracteristicas
fisicoquimicas de las distintas moléculas nativas, de mucho més valor para
la separacién mutua que el comportamiento en cuanto a substratos de la
pepsina. Parece, pues, indudable que por la aplicacién de dichos métodos
ha de conseguirse con cierta facilidad una fraccién de seroproteinas mas
homogénea y con mayor proporcién de anticuerpos en estado nativo que
el que pudiera lograrse por fraccionamiento aplicando pepsina.

La conclusién anterior no excluye, sin embargo, la aplicacién de pep-
sina (o, en general, de proteinasas) a la concentracién de sueros antité-
xicos (o, en general, de sueros inmunes), aplicacién cuyos resultados pare-
cen sancionados por la experiencia de numerosos autores. Ahora bien,
para conseguir por digestién péptica unos concentrados de sueros antité-
xicos de mejor calidad que los obtenidos por otros métodos ha de variarse
lo finalidad perseguida por la digestién péptica. Esto puede hacerse en
dos sentidos: primero, persiguiendo la concentracién no de molécu-
las de anticuerpo nativas, sino de la funcién anticuerpo adscrita a trozos
de la mclécula de globulina inmune resultantes de’ la digestién y, se-
gundo, intentando eliminar en el concentrado el cardcter de anafiiac-
tégeno y conservar en él, en lo posible, la actividad de anticuerpo. Como
veremos, a priori, parece posible conseguir resultados interesantes en
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una y otra direccién; pero, ademds, como se discute en nuestra comunica-
cién anterior (1), la discusién de las condiciones necesarias para lograrlos
conduce al planteamiento de problemas de interés teédrico general.

CONCLUSIONS AND PROSPECTS

From the critical examination of Parfentiev’s views we can conclude-.
that it is meaningless to apply pepsin (or, generally speaking, a proteinase)
to isolate selectively, in natural state or size, the globulin molecules with
antibody function from the remaining proteins of the blood plasma. Seeking
this end, better results are achieved applying other isolating methods of
various serumglobulin groups (fractioning by salting out, by dialysis, by
electrophoresis, etc.) based in physical and chemical characteristics of the
different natural molecules, of a larger value for mutual segregation than
the behaviour as pepsin substratum. It appears, then, unquestionable, that
ky the applying of such methods can be obtained with a certain facility
a fraction of native serumproteins more homogeneous and with a greater
proportion of antibody that what could be attained through fractioning
applying pepsin.

Former conclusion does not exclude, nevertheless, the c:plica’rioh of
pepsin (or, generally speaking, of proteinases) fo the concentration of
antitoxic serums (or, in general, of immune serums); the results of such
application being guaranteed by the experience of many authors. Then,
to obtain by peptic digestion better quality antitoxic serum concentrates.
than those secured through other methods, the ends pursued by peptic
digestion should be changed. This can be made in two ways: firstly,
trying to obtain concentration, not of antibody molecules in natural condi-
tion, but of the antibody function appointed to parts of the immune globulin
molecule resulting of digestion, and secondly, trying to eliminate
in the concentrate the character of anaphylactogenous and preserving in

- it, if possible, antibody activity. As we shall see, it seems possible a priori
obtaining interesting results in one or the other direction; but, further, as.
discussed in our former rapport (1), the discussion of the necessary condi-
tions to achieve them leads to the planning of prcblems of a general
theoretical interest.
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C.S. 1. C.
INSTITUTO “JAIME FERRAN”, DE MICROBIOLOGIA

FIJACIONES DE COMPLEMENTO ENTRE SUEROS DE
CABALLOS CON SINDROME PARAPLEGICO Y ANTI-
GENOS DE ENCEFALITIS ESTE Y OESTE
AMERICANAS (*)

por
Eduardo Gallardo Martinez y Angel P. Garcia Gancedo.

En el mes de febrero del corriente afio se recibieron en estos labera-
torios diez tubos de sangres de caballos para que con sus sueros se reali-
zasen fijaciones de complemento frente a los antigenos de las encefalitis
equinas tipo Este y Oeste de América del Norte.

Retirados los sueros de las sangres remitidas con las maximas precau-
ciones asépticas, y comprobada su esterilidad bacteriana por siembras en
caldo comin y agar sangre, se repartieron los sueros en pequefios tubos
conteniendo un c. c., para conservarlos almacenados en termos con hielo
seco repuesto diariamente.

Para la titulacion de cada uno de lcs sueros nos ajustamos a la
técnica seguida en los laboratorios de la Fundacién Hooper de la Uni-
versidad de California, centro donde sespractican diariamente numerosas
fijaciones de complemento con sueros de procesos encefalomieliticos huma-
nos y animales y antigenos de distintos tipos, con-arreglo a la siguiente
pauta: En una serie de tubos se colocan diluciones de suero (previamente
inactivado) (*¥*) de 1/4 a 1/256 en volumen de 0,20 c. c.; sequidamente

(*) Trabajo recibido en noviembre de 1954.

(**) Los sueros estudiados por nosotros se inactivaron durante media hora
a 56° C.



308 EDUARDO GALLARDO Y ANGEL P. GARCIA GANCEDO

se afiade a cada tubo 0,20 c. c. de gomplemenfo diluido segin la titula-
cién que dé, y que contenga dos unidades, y 0,20 c. c. de la dilucién de
antigeno. Agitadas las gradillas se colocan en fresquera a temperatura
de 4 a 8 grados C., donde permaneceran de dieciséis a dieciocho horas.
Todos los componentes de esta parte de la reaccién se mantendrdn frios.
durante las manipulaciones.

Separadas las gradillos de la fresquera o la mafana siguiente, se
incuba el contenido de los tubos durante media hora en bafioc maria a
37 grados C., y quince minutos antes de terminar la incubacién, se pre-
para el sistema hemolitico con partes iguales de una suspensién de eri-
trocitos de carnero lavados al 2 por 100 y una dilucién de hemolisina
que contenga dos unidades hemoliticas. De esta mezcla se afiade a cada
tubo 0,40 c. c. y después de ofra media hora de incubacién a 37 gra-
dos C. se. procede a leer los resultados, que serdn anotados con los ni-
meros 4, 3, 2, 1, y el signo +, considerando como fitulo del suero el

que dé 2 6 mds fijacién con la dilucién més alta.

Las fijaciones de complemento afectuadas con esta técnica, son mds
sensibles que las de incubacién a 37 grados C., y el volumen de 1 c. c.
por tubo en que se realizan supone tal economia en sueros y antigenos,
que hace posible en muchos cosos.repe’rir la reaccién si alguno de los
elementos que la integran no respondiese a completa satisfaccién. Los
posibles errores se evitan practicando la reaccion con toda clase de fes-
tigos. Nosotros pusimos siempre controles de suero problema, suero normal
de caballo, sueros hiperinmunes de cobayo, antigeno virulento de cerebro-
de ratén y antigeno de cerebro de ratén normal.

Los resultados obtenidos, como puede verse en los cuadros corres-
pondientes, demuestran: Que los sueros 1-2-3-5-6-7-8 y 10, de
mas de diez dios de enfermedad, dieron fijaciones de buena intensidad
con los dos antigenos; que el suero 9 de diez dias de enfermedad, sélo
div una débil fijacién con los dos antigenos; y que el suero 4 de cincor
dios de enfermedad, no dié la mds minima fijacién con ninguno de los an-
tigenos utilizados. lgualmente puede apreciarse examinando detenida-
mente los cuadros: que las fijaciones més intensas corresponden a las obte-
nidas con"el antigeno Este, y que, asimismo, las fijaciones con las dilucio-
nes mds altas de suero corresponden igualmente a las efectuadas con el
referido antigeno, o pesar de ser utilizado en la dilucién 1/8 en los
sueros 1-2-3-5y 7.
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SUERO DEL CABALLO NUM. 1.

Sangre extraida a los treinta dias de enfermedad. Fijacién con antigeno Este.

Suero al ...| 1/4 1/8 1/16  1/32  1/64 17128 1/256
Antigeno al.| 1/8 1/8 1/8 1/8 1/8 1/8 1/8

Resultados ...| 4 4 3 1 0 0 0
Titulo del suero: 1/32.

Fijacién con antigeno Oeste.

| Suero al .| 1/4 1/8 116  1/32 164 17128 17256 |

Antigeno al.| 1/4 1/4 1/4 1/4 1/4 1/4 1/4

Resultados ... | 3 2 1 0 0 0 0 |

Titulo del suero: 1/8.

SUERO DEL CABALLO NUM. 2.

Sangre extraida a los diecisiete dias de enfermedad. Fijacion con antigeno Este.

Suero al .| 1/4  1/8  1/16 1/32 1764 1,128 17256 |
Antigeno al.| 1/8 1/8 1/8  1/8 18 158 - 18
Resultados ...| 2 1 =+ 0 0 0 0

Titulo del suero: 1/8.

Fijacién con antigeno Oeste.

I\Suero al ...| 1/4 1/8 1/16 = 1/32 1/64 17128 1/256
lAntigeno al.| 1/4 1/4 1/4 1/4 1/4 1/4 1/4

Resultados ...| 1

I+

i
|
0 0 0 0 0 [

_Titulo del suero:WO.»

SUERO DEL CABALLO NUM. 3.

Sangre extraida a los diecisiete dias de enfermedad. Fijacién con antigeno Este.

Suero al .| 1/4  1/8 1/16  1/32  1/64 17128 17256 }
Antigeno al. | 1/8 1/8 1/8 1/8 1/8 1/8 1/8 |

Resultados ... | 2 1 =+ 0 0 ¢ 0 ‘

Titulo del suero: 1/4.
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Fijacién con antigeno Qeste.
| Suero al 14  1/8  1/16 1732 1/64 17128 17256
| Antigeno al.| 1/4 1/4 V4 1/4 1/4 14 1/4
Resultados ... 1 + 0 0 0 0 0 |

Titulo del suero: 0.

SUERO DEL CABALLO NUM. 4.

Sangre extraide a los cinco dias de enfermedad. Fijacion con antigeno Este.

‘Suero al ... 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 17128 1/256
¢ Antigeno al.| 1/8 1/8 1/8 1/8 1/8 1/8 1/8
Resultados ‘ 0 0 0 0 0 0 0 |
Titulo del suero: 0.
Fijacién con antigeno Qeste.
Suero al - 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128  1/256
| Antigeno al. 1/4 1/4 1/4 1/4 1/4 1/4 1/4
T Resultados ... 0 0 0 0 0 0 0 “

Titulo del suero: 0.

SUERO DEL CABALLO NUM. 5.

Sangre extraida a los veinticinco dias de enfermedad. Fijacién con antigeno -Este.

Suero al .| 1/4 /8 1,16 1/32 164 17128 17256
Antigeno al. | 1/8 1/8 1/8 1/8 1/8 1/8  1/8
Resultados ... | 2 1 =+ 0 0 0 0 .
Titulo del suero: 1/8.

Fijacién con antigeno Oeste.
Swero al .| 1/4  1/8  1/16  1/32  1/64 17128 17256 {
Amtigeno al.| /4 L4 U4 14 14 14 1/
| Resultados ... 1 + 0 0 0o 0 0

Titulo del suero: O.

4
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SUERO DEL CABALLO NUM. 6.

Sangre extraida a los veinticinco dias de enfermedad. Fijacién con antigeno Este.

[ Suero al .. 1/4 . 1/8 . 1/16 1/32  1/64 17128 . 1/256

Antigeno al.| 1/4 1/4 1/4 1/4 1/4 174 . 1/4
|
| Resultados ...| 4 3 3 2 1 = 0

Titulo delr suero: 1/32.

Fijacién con antigeno Oeste.

CSwero .al... 1/4 . 1/8 116 1/32 . 1/64 17128 1/256 |
| Antigeno al.| 1/4  1/4.  1/4  1/4 14 - 14 14|
| Resultados ... | 4 3 2 1 + 0. 0 !

Titulo del suero: 1/16.

SUERO DEL CABALLO NUM. 7.

Sangre extraida a los veinticinco dias de enfermedad. Fijacién con antigeno Este.

Suero al .l/4  1/8 116 1/32  1/64 17128 1/256
| Antigeno al. | 1/8 1/8 1/8 1/8 1/8 1/8 1/8
Resultados ... | 3 2 % 0 0 0 0

Titulo del suero: 1/8.

Fijacién con antigeno Qeste.

| Suero al ...| 1/4 1/8 1/16 . 1/32 1/64 17128 - 1/256

Antigeno aﬁ V4 14 14 14 14 14 14
Resultados i 3 . 1 0 0 0 0 0

Titulo del suero: 1/4.

SUERO DEL CABALLO NUM. 8.

Sangre extraida a los treinta dias de enfermedad. Fijacién con antigeno Este.

E

14 1/8 116 1/32  1/64 17128 1/256
Antigeno al.| 1/4 1/4 1/4 1/4 1/4 1/4 1/4
Resultados ...+ 4 4 2 2 1 + +
Titulo del suero: 1/32.

Suero al
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Fijacién con antigeno Oeste.

Suero al ..|1/4  1/8  1/16° 1/32  1/64 1,128 17256
Antigeno al.| 14 1/4 14 14 14 14 14
{ Resultados ... | 4 3 2 1 + 0 0

Titulo- del suero: 1/16.

SUERO DE LA YEGUA NOM. 9.

Sangre extraida a los diez dias de enfermedad. Fijacién con antigeno Este.

Suero al ...} 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 17128 1/256
Antigeno al.| 1/4 1/4 1/4 1/4 1/4 1/4 1/4
Resultados ... | 1 - + 0 0 0 0 0

Titulo del suero: 0.

Fijacién con antigeno Oeste.

Suero al ...| 1/4 1/8 116 1/32  1/64 17128 17256
Antigeno al.| 1/4 1/4 /4 1/4 1/4 1/4 1/4
Resultados ... 1 0 0 0 0 0 0

Titulo del suero: 0.

SUERO DEL CABALLO NUM. 10.

Sangre extraide a los treinta y cuatro dias de enfermedad. Fijacién con
antigéno Este.

| Suero ‘al ...| 1/4 1/8 /16~ 1/32  1/64 17128 1/256

Antigeno al.| 1/4 1/4 1/4 1/4 1/4 1/4-~ 1/4
Resultados ...| 4 4 3 2 2 1 +

Titulo del suero: 1/64.

Fijacién con antigeno Qeste.

Suere al .| 1/4 /8 1/16 - 1/32 164 17128 1/256
Antigeno al.| 1/4 1/4 1/4 1/4 1/4 1/4 1/4
Resultados ... | 4 “3 © 2 1 0 0 0

Titulo del suero: 1/16.
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CONTROLES

Suero al ...-... .. .. ... oof174 178 1/16 1732 1/64 1/128 1/256

Cox}trol suero problema sin an-| | 0 0 ' 0 0 0 0
tigeno ... ... ... oo oeen een e

Corftrol suero normal sin ‘an-| 0 0 0 0 0 0

tigeno ... ...

Cotriléglo Sl.l't‘:l‘o normal con an- 0 0 0 0 0 0 0
e e
| ool swero jiprimunel 5540 0 g
| Copralswre Mmoo o0 0o
{ Control  suero Hiperinmune 0 0 0 , 0 0 0 0

Oeste y antigeno Este

| Control de antigeno virulentd
de cerebro-de ratén al 1/4, C 0. 0 0 0 0 0
sin suero problema

Control de antigeno de cere- .
bro de ratén.al 1/2 y 1/4. 0 0 0 0 0 0 0

4 = Fijacién total.
0 = Hemolisis total.
3, 2, 1 + = Grados intermedios de fijacién.

Eliminados los posibles errores por la marcha perfecta de los con-
troles (véase cuadro), resulta evidente, que todos los sueros estudiados, con
la Onica excepdén del nimero 4 de cinco dias de enfermedad, poseian
en mayor o menor proporcién anticuerpos fijadores del complemento en
presencia de los antigencs virulentos de las encefalitis equinas tipo Este
y Oeste de América del Norte, siendo estas fijaciones més acusadas frente
al primero de los antigenos.

Estos resultados son a nuestro juicio dignos de ser tomados en con-
sideracién, ya que un numeroso grupo de prestigiosos investigadores ame-
ricanos (1) afirman, que la estructura antigénica en comin para los virus
equinos del Este y del Oeste, fundamentando tal afirmacién en los resul-
tados experimentales que resumen en dos de sus tablas. Posteriormente
{1952), otro grupo de investigadores (U. Wisconsin, Madison) (2), después
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de aislar el virus de la encefalomielitis equina Este de un caballo en
Wisconsin Sur-Centro, encontraron en el syero de uno de los animales-re-

cuperados anticuerpos fijadores del complemento para ambos tipos de virus -
Este y Oeste. ‘

Agradecemos a D. Emilio Ronda Lain la colaboracién prestada en =ste
trabajo. ‘
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Fotocopias en microfilm.

Microfilm negativo, cada fotograma (24 X 36 mm.), 1 peseta.

Microfilm positivo (indicando cuando hoy fotograbades): cada foto-
grama, 2 pesetas.

Carpeta «Filmoteca» para diez filmofichas, 2 peéefas.

Minimo pagable en todo encargo: el valor de una: filmoficha, 5 pese-
tas en negativo y 10 pesetas en pesitivo.

A partir de 1.000 fotogramas, precios especiales por convenir.

Opciones que se presentan: en negativo o en positivo; en rollo -conti-
nuo o en filmofichas; con carpeta «Filmoteca» o filmofichas sueltas; me-
tiendo en cada fotograma dos péginas o sélo una.

Salvo aviso en contrario se servirdn los encargos en microfilm negativo,
en filmofichas y en carpetas, y el meter una o dos paginas por fotograma
se supondrd se deja al discernimiento del Servicio, segin sea el original.

La modalidad «filmoficha, por la gran facilidad -de ordenacién, loca-
lizacién répida de las cintas y manejo de lectura, supera con mucho a la
modalidad en rollo. Se llama «filmoficha» una tira de pelicula de cinco
fetogramas y medio (en otros sistemas seis), en que caben diez pdginas de
libro ordinario (libro abierto, o sea dos pdaginas cada foto). El medio foto-
grama que se afiade (uno entero en ofros sistemas) se destina a «referen-
cia», es decir, autor, titulo y signatura en la filmoteca y en el centro de -
origen. Las filmofichas, para ofrecer tales ventajas, van alojadas en unas
carpetas «Filmoteca» especialmente dispuestas para contener diez de ellas
(cien péginas o cincuenta folios) en léculos perfectamente adaptados, con
sus referencias numéricas y espacio preciso para titulos, paginas y teda
clase "de indicaciones Utiles.
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Fotocopias en papel.

Formato: 9 X 12 cm.: en mate, 3  pts.; con brillo, 3,75 pts.
» 13 X 18 cm.: en mate, 4  pts.; con brillo, 5,25 pts.
» 18 X 24 cm.: en mate, 6 pts.; con brillo, 8,25 pts.
» 21 X 30 cm.: en mate, 6,25 pts.
» 30 X 42 cm.: en mate, 9,25 pts.

N. B. Estos precios estdn sujetos a cierta variacién, segin vengan fac-

turadas las partidas de papel.



