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Facultad hemoaglutinante de las Proteinas
Del Pisum sativum (arveja)

Las protemas del Pisum sativum, de la misma manera
que otros pr1nc1p1os extraidos del reino vegetal, tales como
la abrina, ricina, crotina, tienen la facultad de determinar la
aglutma(:lon de los glébulos rojos. Esta prop1edad hemo-
aglutinante de las proteinas de los granos de arveja, fué se-
fialada por Landsteiner y Raubistchek, pero nos ha parecido
interesante hacer algunas observaciones personales sobre
las condiciones en que se realiza el fenémeno, tanto mas cuan-
to que, habiéndonos propuesto preparar inmunsueros de pro-
teinas. de arveja, una de las prop1edades que deseabamos
constatar en estos inmunsueros, era ‘precisamente st poder
antiaglutinante, -

Para las experiencias hemos. utilizado proteinas. extrai-
das de los cotiledones del Pisum sativa y de las zonas de cre-
cimiento (extremidad de la raiz y del tallo), de la plantita
después de pocos dias de germinacién del grano.

Las observaciones que con anterioridad habiamos hecho,
sobre las propiedades de estas proteinas, nos han permi-
tido realizar su obtencién en un grado suficiente de.pureza,
por el proced1m1ento. 31gu1ente

1° Agotamlento de los tejidos del vegetal por solu-
cién de NaCl al 10 por imil;
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2° Centrifugacién seguida de filtracion del liquido,
por papel.

3.2 Precipitacion de las proteinas (globulinas y albu-
mmab) por medio del alcohol absoluto.

4° Separacion del precipitado por centrlfuga(:lon

5. Eliminacién del alcohol que impregna las protei-
nas, por permanencia en el bafio-maria a 50°,

6.° Redisolucion del precipitado en 501uc10n de NaCl
al 10 por mil.

7.° Filtracion por papel nueva precipitacion, ya sea
por el alcohol o por el sulfato de.amonio a saturacidn,

‘8. Disolucién definitiva del precipitado .en solucién
de Na C1 al 10 por mil,

Ahora bien, haciendo una dos1f1cac10n de las proteinas
totales, en una parte de esta solucién madre, se puede
obtener por diluciones, liquidos de diversos grados de con-
centracién y de titulo perfectamente conocido.

Hemos hecho siempre la dosificacion de las protemas
por método gravimétrico, aprovechando la precipitabilidad
completa de estas proteinas por el alcohol absoluto o sino
su propiedad de coagularse totalmente por el calor en pre-
sencia del 4cido tricloricetico; en ambos casos ios resul-
tados son concordantes.

Observacién del fenémeno de hemoaglutinacién

En estos primeros ensayos hemos utilizado las protei-
nas extraidas de los cotiledones, Pues bien, si se mezcla
un volumen determinado de una solucién de concentracién
conveniente de estas proteinas, como ser al 0gr.50 por mil,
con un volumen igual de suspensiéon de globulos rojos al
5. 9%, e inmediatamente se deposita una.gota de la mezcla
entre lamina y laminilla, la observacién microscépica de-
muestra que al cabo de unos 20 6 30 minutos los glébulos
se aglutinan y que- la aglutinaciéon es completa es decir,
que afecta a todos leos glébulos, : :

- Pero si se desea hacer la observacmn macroscoprca del
fenémeno, y a tal efecto se deposita la mezcla en un tubo,
se constatarid que recién al cabo’'de una hora u hora y me-
dia, llegan a percibirse en el fondo del tubo, grumos visi-
bles, quedando-todavia una buena porcién de glébulos en
suspensién, ‘Si en este momento se hace una observacion
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- microscépica de¢ la suspensién. de glébulos que sobrenada,
'se vera que éstos permaneceh absolutamente libres, sin
ningan signo de aglutinacién. Dejando el tubo en obser-
vacién durante algunas horas, podra observarse que el de-
posito de glébulos aglutmados va aumentando hasta que

‘en el término de wunas. cuatro horas, la aglutinacién es

total, quedando el liquido que sobrenada, absolutamente

"-11mp1do e incoloro.

Esto ya demuestra que. el fenémeno de la aglutmac;on
puede aprec1arse mas precozmente, por la observacién mi-
croscopica. 2.° Que en las condiciones en que se encuen-
tra la -mezcla en &l tubo, la aglutinacién, no impresiona
simultineamente a todos’ los globulos:” 3.° - Que no se pro-
ducen fenémenos de lisis consecutivos a la aglutinacién;
pueden permanecer los globulos aglutmados en contacto
con el 11qu1do durante mas de 24 horas, sin que sea acu-
sado el mas leve sigho de hemolisis.

Las protemas del Pisum sativum, se comportan enton-
ces como la ricina en el sentido que aglutman los glébulos
sin ejercer ninguna accidn litica. '

~ Accién aglutinante sobre divfersas especies de glébulos
_ .

Las primeras experiencias fueron ejecutadas con glé-
bulos humanos, pero luego extendimos ias observaciones
a glébulos de otras especies. Nos propusimos con esto, no
sOlo constatar la accién aglutinante de las proteinas sobre
estas distintas especies, sino determlnar el grado de aglu—
tinabilidad de cada especie. : -

‘Para esto, instituimos la 31gu1ente -experiencia; a una
misma cantldad de globulos de cada especie, adicionamos
cantidades iguales de protemas y observamos el tiempo
que cada una de estas especies ex1g1a para hacer visible
su aglutinacién.

- Ensayos anterwres nos hablan demostrado que las.
mejores- condiciones para las experiencias macroscépicas, se
‘obtienen cuando se mezcla, 1 ¢. c..de solucién de proteina,
con 0,1 c. c. de suspension de globulos. al 10 %. = -

Por otra parte, habiendo notado que la forma del reci-
piente donde se efecttta la aglutinaciédn, mfluye sobre la
=rap1dez de ésta, hemos empleado en esta experiencia, tubos
del misma calibre. Seis son las especies de globulos que
hemos ensayado con los siguientes resultados:
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N e 4 . | Soluc. de pro-' " "RESULTADO
Q,
Tubos. Suspens:én de glob. 10 : /’ | tefnas 0.50.95 | AGLUTINAGIGN ViSIBLE I Aglut. completa

‘pero parcial

Carnero 0. l.c e | 1. e ..f..,alas" hbr. _a-l,__as., 6-_.hm;.
‘Humanos 0.1¢c.c. | 1 . c. |» > 1. > »3h.30°
Cobayo 0lce | lee |»o 1 b. 10’ > » 3h. 50
Conejo 0.1 c.e. | le e |[»»>1h380»55h
| Perro 0.lec.e.| le c |[»»1lhorals »3h50
_ Gallina 0Olece | 1 c. ¢ » »1h.50°|> >4h,

Sy e W G DO =

La repeticion de esta prueba, nos -ha dado siempre
resultados concordantes. Podemos entonces .decir que en
igualdad de condiciones, los globulos que se aglutman mas
.rap1damente -entre los que hemos expenmentado son los
‘humanos, siguiéndoles por su orden, los de perro, cobayo,
conejo, gallina y carnero, ' - -

Capacidad de aglutinacién de las proteinas

La capacidad de aglutinacién de estas proteinas, debe
medirse por la masa de glbébulos ag1ut1nados por una can-
tidad determinada de proteinas, sin tener en cuenta para
nada la rapidez de aglutinacién, o por la dilucién minima
de las proteinas, con la cual se obtiene la aglutma(:lon total
de una masa determinada de glébulos,

Esta determinacién exige que las proteinas y los glo~
bulos permanezcan en c¢ontacto durante a.lgunas horas;
pues como hemos dicho méas arriba, la acciéon de la mate-
ria aglutinante, cuando el sistema esti contemdo en un
‘tubo, no es ejercida 1nmed1atamente -sino al cabo de. c1ert0
;t1emp(_}1 . .- - : : .
- Como ensayos .previos nos permitieron constatar que
1 c. c. de solucién de proteinas al 0gr.50 %s,, determinaba
Ja aglutinacién completa de 0;1 c. c. de glébulos-humanos
al 10 % en el -término de algunas horas, hemos: tomado
-ese titulo de ‘la’ proteina como’ _grado.superlor de la serie
y confeccionado soluciones c¢on cantidades decrecientes de
proteinas; que ‘fueron puestas en . contacto .con Ia ‘misma
cantidad de globulos rojos. ' S

La observacién de los resultados se ha hecho« a la.s 8
horas, a -fin de tener la seguridad de que la proteina ha
agotado totalmente su poder aglutinante.
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Tipo de experiencia’

| Gléb. -humahos _

T’ub_OS' Soluc. protefnas al 10 9 Observacién a lag 8 h,
1 al 0 50 O/oo 01 e. e.” |-~ Aglat. completa
T2 > 045 » 0.l cce..! » »
-3 > 040 » 0.1 c. c. > >
4| > 035 » 0.1 c. e > S
5 > 0:30 » 0.1 ¢c. e > »
6 s 0,25 > 0.1 ¢ c. > »
ST 020 5 0.1 e e > >
8 x"'_"0'5'15 > |0, 1' c. ¢ > >
9| 010> | 0le e > >
10| » 005 > 0.1 c. e > >
11 » 0.04 > 0.1 ¢ e. 2 »
12 > 0003 » | 01 ¢ e > pareial
13 > 0.02 » 0.1 ¢ e >  muy débil
14| » 001 5 | 0l ecc |m hay aglitinacion visible a simple vista"

El resultado obtenido demuestra que la aglutinacion,
se produce atin en diluciones muy débiles de proteinas. El
tubo 11, es el que contiene la cantidad minima de protei-
nas, capaz de producir la aglutinacidn total de los. glébulos:
contenidos en 0,1 c. c¢. de suspensién al 10 %. Teniendo
en cuenta que el volumen de solucion empleado en la prue-
ba es de 1 c. ¢, la cantldad de proteina que ha determ1—
nado la aglutmacmn serd Ogr.00004.

En los tubos que contienen cantidades inferiores de
proteina, la aglutinacién es sélo parcial y tarto menes
marcada, cuanto menor es la cantidad de proteina.

En todas las experiencias de esta misma indole que
hemos realizado, el ultimo tubo en que se acusa la agluti-
nacién total, fué centrifugado y el liquido separado; fué
puesto en contacto con una nueva cantidad de globulos,
a'fin de asegurarse que la accién de la proteina; habia’sido
totalmente agotada. En todos los casos este’ 11qu1d0 has
b1a perd1do toda su apt1tud aglutmante -

































