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ESTRUCTURA Y ACTI VIDAD BIOLOGICA

DE

INMUNOG LOBULINAS

CAPITULO1

INTRODUCCION

Actividad inmunolbgica se ha encontrado en tres tipos de globulinas sé-
ricas de vertebrados. El componente principal, denominado 7 S gama glo-
bulina - o j/z- con un bajo contenido en hidratos de carbono y peso mole-
cular aproximado de 130. 000, comprende un 85 - 90 % del total. El segundo
en importancia, }' M’ ﬂ M o0 19 S gama globulina de alto peso molecu-
lar y alta movilidad electroforética a pH 8, 6, y, finalmente el grupo

f/l A© ﬁ 2A’ detectado mediante inmunoelectroforesis (1) por Grabar y
Willilams en suero humano, probablemente vinculado a los procesos de sen-
sibilizacibn cutfnea (2).

Dada la importancia y la bibliograffa acumulada fundamentalmente so-

bre 7 S gama globulina en esta introduccidn se tratarh, salvo especifica-

cibn, las propiedades fisicoqufmicas y biolbgicas de esta protefna en las



diferentes especies estudiadas.

Propiedades fisicoqufmicas;

La forma de la molécula determinada por microscopfa electrbnica
muestra una asimetrfa con una relacidn de ejes de ocho o mieve a uno
y dimensiones de 350 a 300 A® (3),

Estudios posteriores concuerdan con estos datos (4), apareciendo la
molécula mhs alargada cuando se la fotograffa en presencia del ant{geno.

El peso molecular de la molécula ha sido estimado por diversos au-
tores: para gama globulina de conejo se ha informado distintos valores
oscilando todos entre 140, 000 y 150, 000 (5).

Macroglobulinas de caballo y del hombre tienen una constante de ge-
dimentacién de 18 - 20 S y un peso molecular aproximado de 1. 108,

La estructura terciaria de gama globulina ha mostrado por medidas
de dispersibn rotatoria poco o ninghn contenido en péptidos de forma

oC - hblice (6). Winkler y Doty (7) han confirmado estos datos y suge-
rido que el hecho obedecerfa a un alto contenido en prolina.

Mediante determinaciones de viscosidad, sedimentacibn, rotacibn
bptica, solubilidad, fluorescencia y espectrofotometr{a ultravioleta se
ha intentado definir las propiedades flaicas de la molbcula, sometida a
cambios de pH y altas concentraciones de {irea o guanidina. Urea en
concentracibn 8 M determina un hinchamiento y desdoblamiento de la
molbcula, aunque una cierta organizacidn se mantiene y el efecto es re-

versible (8).



Desorganizacibn total se logra a pH 11-13 y {irea 8 M 0 en soluciones
de detergentes (9).

La actividad biolSgica de la molécula desaparece por efecto de urea
8 M pero es recuperada despubs de eliminada la Grea por diklisis (10)., St
el anticuerpo se somete a la accibn de irea 10 M por cinco dfas, la desna-
turalizacibn es irreversible (11).

Diversos autores han publicado resultados de anflisis de anticuerpos
purificados referidos a su contenido porcentual en aminofcidos (13). Los
resultados gon en general concordantes con los de Crumpton y Wilkinson
qQue se adjuntan a continuacibn:

Tabla 1

Anflisis de aminoicidos de inmunoglobulinas

Residuo (@) / 100 g. de protefna

Aminobcido Inmunoglobulina de conejo  Inmunoglobulina humana
Lisina 5. 76 7.06
Histidina 1. 73 a.44
Arginina ¢4 4.03
Acido asplrtico 8. 08 7. 17
Treonina 10,37 7.04
Serina 8.32 9.13
Acido gluthmico 11. 05 11,18
Prolina - 6. 79 é. 40
Glicina 3. 96 3.37
Alanina 3. N 3.29
Valina 8.36 7. 93
Metionina 1.13 0. 83
Isoleucina 3. 49 2.16
Leucina 6. 73 7. 40
Tirosina 6.17 5. 70
Fenilalanina 4. 15 4, 07
Cistina 3.13 3. 07
Triptdfano 3.90 3.63
Hidrato de carbono 8. 40 3.80



Por mediciones termodinémicas solo el 1 % de estos aminoficidos par
ticiparfa del centro activo de 1la molécula o sitio de combinacidn del anti-
cuerpo (13). Por lo tanto, si se admite un total aproximado de 1. 300 ami-
noécidos, y solo 13 de ellos forman el centro activo, las dificultades en
obtener resultados concluyentes que definan especificidad bioldgica en fun-
cidn de estructura resultan obvias, en el estado actual de la metodologfa
del estudio de protefnas.

Las conclusiones de resultados que vinculan estructura con actividad
biolbgica se complican atin mbs ante 1a existencia de grupos alotfpicos
de gama globulina en un mismo individuo.

Pequenas diferencias detectadas en el anflisis de aminoficidos de dos
anticuerpos sintetizados por un mismo conejo inyectado con distintos an-
tfgenos indican una cierta correlacibn entre su estructura y su funcibn
(14). Si bien esta diferencia aparece como evidente (4 Ac dos asphrticos
mis y 2 argininag menos en un anticuerpo con respecto al otro) la com-
plejidad estructural de la molécula dificulta extraer conclusiones definiti-

vas,

Analisis de fragmentos de gama globulina

Mediante 1a hidrblisis enzimAtica y posterior electroforesis y/o ero-
matograffa de log péptidos resultantes se han obtenido resultados satisfac-
torios en la correlacibn de la estructura de algunas protefnas y su funcidn.

Tal es el caso de diferentes hemoglobinas anormales estudiadas por

Ingram (15).



Haciendo uso de esta técnica se ha intentado detectar diferencias en
distintos anticuerpos especf{ficos, por diversos autores. Resultados con-
cluyentes no se han obtenido hasta el presente (16).

En vista de eate tipo de dificultades la mayorfa de los estudios que tra
tan de correlacionar estructura con actividad biolbgica se han orientado al
anflisis de fragmentos de inmunoglobulinas, obtenidos mediante reduccidn
quimiica o ruptura enzimética,

Mediante hidrbligis con papafna (17) en presencia de cistefna, la mo-
lécula da tres fragmentos (Fig. 1) principales con escasa produccidn de
pequefios péptidos. Cada uno de estos fragmentos comprende, aproximada-
mente un tercio del total de la molécula y dos de ellos son bioldgicamente
activos aunque incapaces de precipitar con el correspondiente antfgeno,
La movilidad electroforética de estos fragmentos depende de la especie de
origen. Obtenidos de anticuerpos de conejo se los conoce como I o de alta
movilidad a pH neutro y II o de baja movilidad. Originados en gama globu-
lina humana u otras se los conoce como fragmentos S (18) o A (alta movi-
lidad) y C (baja movilidad) (19). El fragmento restante es conocido como
III cuando proviene de conejo y F o B cuando se origina en otras especies.
Es biolbgicamente inactivo, posee un elevado contenido en hidratos de car
bono y es ficilmente cristalizable cuando proviene de anticuerpo de cone-
jo.

Utilizando pepsina a pH 5, como agente hidrolftico se obtiene un frag-

w-onto de 5 S y peso molecualar aproximado de 100. 000 junto con pequefios



péptidos (20). Este fragmento de 5 S es capaz de precipitar con el antf{ge-
no, y es capaz, asimismo de romperse en mitades por reducecidn de sus
puentes de disulfuro con mercaptoetanol. Cada una de estas mitades es
activa biolbdgicamente y semeja a los fragmentos 1 y II obtenidos con pa-
pafna. El fragmento Il papdfnico es resuelto en varios subfragmentos por
hidrblisis péptica, siendo evidente que la molécula es rota por la enzima
a nivel de este fragmento (321),

La digestibn de gama globulina con tripsina rinde un 50% de fragmen-
tos de 3, 5 S (22) quedando un remanente de 5 S resistente a 1a digestibn
alin en presencia de cistefna.

Edelman (23) y Edelman Poulick (24) mediante el uso de irea y mer-
capto-etanol lograron romper la molécula en componentes pequefios y de-
mostraron que la protefna estaba formada de varias cadenas polipeptidi-
cas. El dosaje de residuos N-terminales, por otra parte, ha dado un solo
residuo para gama globulina de conejo (3) y dos para gama globulina humana(25)

Como una probable explicacibdn de estos resultados contradictorios, se
ha supuesto que en la molécula existirfan residuos N- terminales sustituf-
dos o bloqueados en su grupo amino,

Los productos de roducclbn)f»or firea y mercaptoetanol son diffciles de
fraccionar dada su insolubilidad y, por otra parte, la actividad bioldgica
de la molécula no es recuperada despubs de la reduccidn,

Fleishman, Pain y Porter (26) redujeron puentes disulfuro de la molé-

cula con mercaptoetanol 0.2 M y evitaron su reoxidacidn por carboxime-
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tilacibn con &cido iodoacktico, Si en estas conwcivues im mezcla do roac
cibn era dializada contra ficido acbtico 1 N o propidnico 1 N, se lograba
separar los fragmentos en dos componentes por pasaje a través de una co-
lumna de Sephadex G - 75. El componente mayor se denomind A o cadena
pesada, teniendo un peso molecular aproximado de 55. 000 y el componen-
te menor B, o cadena liviana de 20. 000. La cantidad de prote{na recupera-
da correspondiente a cada fraccidn: 70-75% para el componente A y 20-25%
para el componente B, as{ como el hecho de que el contenido total de ami-
nobicidos de los distintos componentes, @sté en buena correlacibn con el
contenido de 1a molécula total ha hecho postular a 108 autores un
modelo probable de estructura de gama globulina constituido por cua-
tro cadenas, 3 Ay 2 B (Fig. 1).

Mediante estudios de actividad inmunolbgica Fleishman y colaborado-
res determinaron la correlacifn entre su modelo propuesto y el efecto de
la papafna sobre el mismo. Asf, suero de cabra inyectada con fragmentos
ol o'btonldos por reduccidn papafnica reaccionaba con cadena A o B in-
distintamente, en tanto que suero con anticuerpos contra el fragmento Il
reaccionaba Qinicamente con cadena A y no con B. Seglin puede verse en
la figura 1 el modelo incluye tres uniones disulfuro entre cadenas A y una
entre cada cadena A y B.

St bien el modelo propuesto por estos sutores tiende a ser aceptado,
es 3010 tentativo y existen ciertos puntos alin por aclararse. Uno de ellos

#e ¢l hecho de que la reduccidn con papafna ingoluble (37) no conduce a 1a



liberacibn del fragmento III a menoe que s- anada un reductor de unibn di-
sulfuro. EFsto indicarfa que la ruptura de uniones pept{dicas en la cadena
A, se acompafa de una reduccidn disulfuro que aparece como indispensa-
ble. Otro hecho no aclarado es el que se refiere a datos gendticos scbre
estas cadenas. Se ha encontrado que existe un locus que encierra la infor-
macidn para la cadena B y otro para la mitad de la cadena A que forma
parte de los fragmentos 1 o II, llamada pieza A, de la reduccibn papafni-
ca (28). Un tercer locus indpendiente de 1os anteriores (29) controlarfa la
porcibn de cadena A correspondiente al fragmento II.

Estos datos sugerirfan la existencia de més de cuatro cadenas en la
molécula, y los mismos autores han postulado un modelo tebrico de seis
cadenas -3 A -3 By 3C - aunque no se ha encontrado evidencia experi-
mental para el mismo (30).

Una limitada ruptura de la molbcula de gama globulina ha sido comu-
nicada por Cahnmann y colaboradures (31) quienes obtuvieron fragmentos
activos de 3,3 S,

Utsumy y Karush (31) estudiando las distintas fracciones ocbtenidas por
hidrSlisie con pepeina separadas posteriormente por Sephadex G - 75 han
establecido el punto de ataque de la enzima sobre la gama globulina, y com-

parado los fragmentos obtenidos por digestibn con pepsina y con pap iina,

Estabilidad de la molécula de gama globulina

Cecil y Wake han demostrado que en diferentes protefnas la unibn di-

sulfuro intercadena es mbs 18bil que 1a unidn disulfuro intracadena (33).
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Cadena A

Figura 2: Representacion esquemitica de un posible modelo de gama

globulina segun Tanfard y ool ( vef. 36 )
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La molécula de gama globulina posee aproximadamente 30-22 uniones di-
sulfuroc determinadas por diferentes métodos (38). No existe informacibn
concordante respecto al nimero de uniones disulfuro intercadena de la mo
licula. As{ Porter y colaboradores han determinado cinco uniones disul-
furo intercadenas on la reduccidn y separaciba de las cuatro cadenas.
Hong y Nisonoff (34) han logrado la separaciba de la molécula en mitades
con mercapto etanol con la reducciba de solo un puente disulfuro. Final-
mente on una experiencia de dosaje de uniones disulfuro Cecil (33) ha en-
contrado §, § uniones intercadena en protefna de consjo y 6 en gicbulina
humana y ha postulado, que la estabilidad de las unioves disulfuro esth
determinada por el refuerso qus les e¢s dado por otras uniones no covalen-
tes vecinas.

Tanford y colaboradores (38), analizando datos de depolarisacibn de
1a fluorescencia de la molécula y teniendo en cuenta que la hidrblisis en-
simitica efectuada por diversas ensimas especificas, ateca a la protefna
en una sona que ¢s comf{in para dichas ensimas ha propuesto un modelo de
conformaciba de gama globulina. En el mismo existir{a 1a porcida corres
pondiente a los fragmentos cbtenidos por el efecto ensimbtico como pro-
tefnas globulares tipicas, y una sona menocs compacta 0 "aflojada” loca-
lisada en la cadena A que vincula les fragmentos de hidrdlisis y reduc-
cibn (Fig.3). Soore ssta porcidn menocs compecta de la molbcula sjerce-
rian su acciba las ensimas hidrolfticas.



Centro activo de gama globulina inmune,

Numerosos intentos se han hecho para ubicar en las distintas cadenas
peptidicas o fragmentos obtenidos a partir de gama globulina inmune el si-
tio de combinacibn del anticuerpo. De los fragmentos obtenidos por diges-
tidn papafnica ninguno ea capaz de precipitar con el antfgeno, pero ello el
II son activos en mediciones cuantitativas de actividad biolbgica por el
Test de inhibicibn o coprecipitacibn del antf{geno con el anticuerpo. De es-
to se puede inferir, de acuerdo al modelo de cuatro cadenas, que el centro
activo esth localizado en cadena B o en pieza A. Cuando se mide actividad
inmune utilizando cadena A o cadena B, Fleischmann y colaboradores (368)
encontraron que la cadena A de gama globulina inmune de caballo inyecta-
do con gama globulina de conejo es un 70 - 80 % tan activa como la molé-
cula intacta en coadyuvar la precipitacidn ant{geno-anticuerpe. Con el mis-
mo anticuerpo pero sintetizado contra toxoide diftérico 1a cadena A es ca-
paz de inhibir la reaccibn de precipitacién y es tan eficaz como el anti-
cuerpo intacto. Fn ambos casos la cadena B es totalmente inactiva.

Edelman y colaboradores (37) encontraron que si se separaba anti-
cuerpos de cobayo de diferentes especificidades en sus cadenags Ay By
luego se las comparaba por electroforesis en gel de almidbn en lirea 8 M
a pH 3, 5, la cadena A daba manchas idénticas en distintos anticuerpos y
alin con respecto a gama globulina inerte. En cambio la electroforesis de
diferentes cadenas B indicaba diferencias localizadas en esta cadena. Esto

sugerfa que en este tipo de anticuerpos 1a cadens B contiene el centro ac-

13



tivo o por lo menos contribuye a £1. Sin embargo, estas diferencias cbser-
vadas en 10s modelog electroforéticos de cadenas B pertenecientes a dis-
tintos anticuerpos no se cbservan cuando los anticuerpos provienen de co-
nejo o de caballo. Mhs alin si la electroforesis en almidbn se hace a pH
neutro y Grea 8 M no se cbservan diferencias en las manchas dadas por
cadenas B provenientes de anticuerpos de cualquier especie (38).

Cuando se reducfa y separaba, en sus cadenas A y B, anticuerpo de
conejo antilisozima, la inhibicidn de la enzimsa por precipitacibn se logra-
ba con un componente que era fundamentalmente cadena B con algo de
pieza A (39).

Pressman y Poholt (40) y Rohnlt y colaboradores (41) marcaron con
1 131 un precipitado de anticuerpo antihapteno en presencia del hapteno y
con 1 123 ¢n gusencia del hapteno. Los dos preparados fueron mezclados,
digeridos con pepsina, separados sus péptidos por ionoforesis en papel y
medida la rediactividad de las distintas manchas. La mayorfa de las man-
chas revelaba radiactividad para ambos marcadores pero habfa 3 fraccio
nes que mostraban una marcacidn solo con 1 138 cuando provenfan del an-
ticuerpo en ausencia del hapteno. Esto indicd que algunos residuos tirosi-
los estarfanprotegidos por el antfgeno en el precipitado. Cuando ae diso-
cib estos preparados y usd sus cadenas pudo verse que estas fracciones
marcadas preferencialmente con I 139 pertenecfan a cadenas B,

Metzger y Singer (42) usearon anticuerpos de conejo contra dinitrofenil-

lisina como hapteno. 38i el anticuerpo era reducido y separado en sus cuatro

13



cadenas, pero previamente ge le agregaba el hapteno, &éste aparecfa final-
mente en la fraccidn correspondiente a la cadena A, aunque el rendimiento
de la cadena B, después de la cromatograffa en Sephadex, descend{a del
35 % a un 16%. Se interpretd esto como que parte de la cadens B estsba
involucrada en la unidn hapteno - anticuerpo o bien la combinacidn impedfa
un total desdoblamiento de cadena e indirectamente de la liberacidn de la
cadena B.

Giveol y Sela (43) usando como ant{geno un complejo de politisoril -
gelatina encontraron que precipitaba con su anticuerpo; si posteriormente
se 1o somet{a a un efecto de colagenasa se hidroliza la gelatina y queda el
anticuerpo copulado a los grupos politiroasilos. Si se usaba politirosina cl4
y determinaba radiactividad después de recacido y fragmentado el comple-
jo anticuerpo - antipolitirosil C“. se encoatraba un 80 % de radiactividad
en un pico correspondiente a politirosilos libres y un 20 % asociado a cade-
na A o & su dfmero, Cadena B no contenfa radiactividad.

Los resultados de estas experiencias dan una idea de lo diffcil, hasta
el momento, de ubicar en la moléculs el sitio de combinacibn del anticuer-
po. Eclécticamente tiende a pensarse que estaria distribuido en ambas ca-
denas o por 10 menos requerirfa la participacidn de las dos para manifes-
tarse.

Tampoco existe acuerdo acerca de cufl ds las estructuras de la protef-
na primaria, secundaria o terciaria - es la responsable de su actividad

inmunolbgica.
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Desde este punto de vigta tres posibilidades se han planteado:

1) La gran variedad de especificidades estarfa determinada por diferen-
cias en las secuencias de aminodcidos en su cadena primaria (44);

3) La especificidad estarfa determinada por la disposicibén de sus uniones
disulfuro (10). Una ves que la disposicidn de uniones disulfuro se deter-
mina ia molécula se plegarfa en una exclusiva conformacibn de acuerdo
a las exigencias fisioldgicas;

3) Por (1timo la especificidad estarfa determinada, fundamentalmente por
uniones no covalentes, determinadas en el sitio de su bios{ntesis por la

presencia del ant{geno. (45)

Dada la heterogeneidad estructural y bioldgica, alin de moléculas alta-
mente espec{ficas es diffcil discernir entre estas posibilidades,

Experiencias de destruccibn de la estructursa terciaria de la molécula
con 8 M (irea, con restitucidn de su actividad bioldgica después de recons-
titufda la protefna, han descartado précticaments la posibilidad 3 (8).

Pérdida de actividad se ha cbservado por ruptura de uniones disulfu-
ro, especulfndose con este tipo de datos para asignar a estas uniones un
papel decisivo en el centro activo de la molécula. AlGn no se ha logrado una
recuperacidn de actividad por destruccibn y reconstitucidn de uniones di-
sulfuro, experiencia que definirfa esta posibilidad.

En 1a actualidad la tendencia mbs admitida atribuye a 1la secuencia de
aminofcidos en su cadena primaria la responsabilidad por el sitioc ds com-

binaci8n del anticuerpo. Por otra parte, so bien no existen evidencias con-
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cluyentes, los modelos propuestos scbre plegamiento de protefnas tienden
a indicar que tanto la estructura terciaria como la secundaria son deflni-
das en {iltima instancia por la disposicidn de sus aminokcidos en la cadena
primaria (486).

En este trabajo se presentan los resultados y conclusiones de un mé-
todo para reducir y fragmentar inmunoglobulinas 7 S de conejo sintetiza-
das contra distintos ant{genos. Fl agente reductor usado es el borohidruro
de sodio en presencia de irea 8 M. La molécula en estas condiciones se
fragmenta en componentes de aproximadamente un octavo de su peso total
con formacibn de péptidos pequefios en escasa proporcibn,

La molécula asf tratada es soluble en soluciones salinas comunes
(0. 18 M) y es inmunolbgicamente activa.

Comparativamente se ha utilizado ademés, en algunas mediciones,

gama globulina humana 7 S,
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CAPITULOI1

MATERIAL Y METODOS

Purificacidn de gama globulina

Gama globulina de conejo fué purificada mediante el Método de la tri-
ple precipitacibn con sulfato de sodio usado Kekwik (47).

El plasma obtenido por sangrfa total de uno o varios conejos fub sepa-
rado de 10s elementos formes de 1a sangre por centrifugacidn a 3, 000 RPM
durante 15 minutos. Sulfato de sodio, 18 gramos % se anadid al plasma con
agitacidn constante y centrifugd 18 minutos a 3, V00 RPM, redisolviendo el
precipitado con un blffer de fosfato de pH 8 y fuerza ibnica de 0.1 a un 40%
del volumen inicial. La segunda y tercera precipitacibn se hicieron con
sulfato de sodio 13 %. La protefna asf purificada fué dializada contra gran-
des volimenes de agua destilada hasta eliminar todo el sulfato y finalmen-
te se liofilizd y mantuvt en el congelador.

Gama globulina hui ana, asf como algunas preparaciones de gama glo-

bulina de conejo, fueron prenaradas mediante columnas de dietilaminoe-
tilcelulosa deiacriptas por Sober y Peterson (48). Columnas del adsorbente

(2 por 25 cm. ) eran equilibradas con biiffer de fosfato de pH 7 y 0. 005 M.
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El plasma dializado contra el mismo biffer era sembrado en 1a resina y
elufdo inicialmente con el biffer de equilibrio. Gradientes de pH-7.0 a
6.0- y fuerza ibnica (fosfato 0. 003 a fosfato 0. 08- cloruro de sodio 0,08 M)
permiten una efectiva separacibn de los componentes proteicos del plasma.
El control de pureza se hizo para ambos procedimientos mediante ultra-
centrifugacidn analftica,

En algunas determinaciones se usd gama globulina humana fraccién Il
de Cohn, obtenida por precipitacibn alcohblica, proveniente de Mann

Research Laboratory.

Inmunizacidn de conejos

Conejos machos, de 1,000 a 1, 300 gramos de peso fueron inoculados
con distintos ant{genos: albmina de bovino, ovoalblimina o gama globulina
humana.

Cien mg. de ant{geno eran disueltos en bicarbonato de sodio junto con
hidrbxido de aluminio (3 por mil) como adyuvante, Se inyectd un total de
71 mg. por animal por via subcuthnea, comenzando con 1 mg, el primer
dfa, duplicando la dosis cada tres dfas hasta llegar a 132 mg. por dosis
que se mantenfa como tope hasta el final de la inmunizacidn, Una semam
despuds de la ltima inyeccibn se medfan los tftulos de anticuerpos por di-

luciones y se sangraban los animales.

En algunos casos se utilizd el ant{geno con adyuvante de Freund (49)
dando en una lnica dosis el total de antfgeno inyectado en la almachadilla

plantar de una o dos patas de conejo. Fn estos casos se purificaba anticuer



pos & los 29 d{as de la inyeccibn,

Reduccibn y carboximetilacidn de la protefna

Inmunoglobulina de conejo y gama globulina humana fueron reducidas
en firea 8 M (1 i) con borohidruro de sodio (1 %) a 41°C, con agitado per-
manente en un frasco de reaccidn abierto, durante una hora. Finalizado
este tratamiento y una vez alcanzada la temperatura ambiente (20 minutos)
la mezcla de reactidn ers tratada con heido {odoacético 0. 035 M. Des-
pubs de 20 minutos 12 mezcla se dializaba durante 324 - 36 horas contrs

agua deatilada o biffer en un ambiente a 4° C y con agitacidn permanente.

Determinacidn de recuperacidn

La cantidad de péptidos originados en la molécula reducida y carbo-
ximetilada, que no difundfan a través del saco de diflisis, fué estimada
por dos procedimioentos. Uno de ellos congistid en diklisis exhaustiva con-
tra agua destilada del material fragmentado y posterior liofilizacion. Por
peso seco se determinaba lo recuperado.,

En otro procedimiento se dilufa el contenido no difusible del saco de
diflisis y se lefa a 280, la cantidad de proteina retenida, previo conoci-

miento de los coeficientes de extincidn de los respectivos fragmentos.

Coeficientes de extincibn espec{ficos

Para gama globulina de conejo y gama globulina humana ambas reduci-
das y carboximetiladas fueron determinados sus coeficientes de extincibn,

Para ello despuls de reducida 1a molécula era dializada contra agua y lo-
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filizada hasta peso constante, Con bfiffer de borato pH 6,4, 0,16 M se hi-

cieron diferentes concentraciones y sus absorbancias ss leyeron a 280,

Determinacidn del coeficiente de sedimentacibn

Coeficientes de sedimentacibn -S- se determinaron para fragmentos
de inmunoglobulinas de conejo, fragmentos de gama globulina humana, asf
como en el control de puresa al preparar anticuerpos de conejo y gama glo
bulina de suero humano, de acuerdo al procedimiento descripto por Schach
man (51),

Todas las determinaciones se hicieron en una ultracentr{fugs analftica
modelo E, con control de temperatura y el sistema bptico de Schlieren,
En el cliculo de la constante de sedimentacibn se usb la fSrmula de Kegeles
y Gutter (52).

2,303 log. X 3 - log. X 4

s = .

-1

donde la velocidad angular, w* 3 TT.__EB%M;._ seg

X,y X, son las distancias desde el centro de rotacién al méximo de los pi-
cos chservados en los tiempos t ; y t y respectivamente.

Correcciones de S para obtener S° 3, . s hicieron determinando la
constante - en el caso de globulinas fragmentadas - a distintas concentra-
ciones, y mediante los factores de correccidn de acuerdo a la fbSrmuls de

Svedberg y Pedersen

A\t (1-VP) 20, w
S 20, w" 3% g -~y
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A\ t es la viscosidad del solvents a la temperatura de la experiencia.

'\\zo * o3 la viscosidad del agua a 20°C,

V es el volumen parcial especffico de 1a protefna y P es la densidad
del sclvente. La densidad del bhffer fué determinada en un picndmetro de
3 ml. a dos temperaturas, 37 y 37 grados. La viscosidad del blffer fué
medida en un viscosimetro de Ostwald a 37° con dos mililitros de biffer y
2 mililitros de agua destilada sucesivamente. F1 chiculo se hizo segln la

f6rmula de Schachman (51).

i— [«

o, bWy f o 8on viscosidad, tiempo de flujo y densidad del agua destila-

da ,\\’ ty F son los correspondientes valores del biiffer.

Determinscidn del coeficiente de difusidn

En fragmentos obtenidos a partir de gama globulina humana se determi-
nd ei coeficiente de difusibn en un equipo de electroforesis lbre y difusibn
modelo H, equipado con un sistema dptico Schlieren y de interferencia Ray-
leigh. Una microcelda de 3 ml. 83 usd en un bano a temperatura constante
de 4 grados C.

Las fotograffas fue; »n tomadas a distintos intervalos despubs de for-
mado el I{mite solucidn - golvente, usando las muestras del sistema de
interferencia Rayleigh para el chiculo de la constante de difusibn seghn el

método de Longworsth (51).

En este mbtodo se supone que la distribucibdn de 1la concentracibn en el
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Ifmite es Gaussiana y se puede, por lo tantc, utilizar tablas de funciones

de probabilidad. Fl nfimero de frenjas obtenidas por el sistema Rayleigh

en cada fotograffa fué medido en un microcomparador deslizable y simul-
thneamente 1a distancia que separa las franjas entre sf. Apareando fran-

jas separadas es posible medir la distancia que las separa y conocer el

valor de la funcidn

directamente de los datos obtenidos. Fn la tabla de funcibn de probabilida-

des se obtienen los fmites de eata integral, Xs= (———h_T de
4, Dt)

donde ae puede cotener D.

Determinacidn de peso molecular por equilibrio de sedimentacihn

El peso molecular de los fragmentos obtenidos por reduccibn, hidrd-
lisis y carboximetiiacibn de gama globulina de conejo y humana fué calcu-

lado por el método de Archibald {51).

P M . R-.-T. . (de/ dx)m
(1-V) w xm C

donde (dc /dx) m es el gradiente de concentracibn en el menisco, X, es la
posicidn del menisco y C,, es la concentracin en el menisco.

Cuando el cficulo involucra el segmento inferior o "bottom™ de la solu-
cidn se usa (dc / dx), , Cp y Xp,.

El valor de (dc / dx) y X se determinan directamente leyendo la ampliacidn



de la placa fotogrffica calcada en papel milimetrado.
El valor de C se determina seglin la ecuacidn de Klainer y Kegeles (54).

X
’ 2
3 X2 @c/dx) &x

Xm
X es una regibn de la meseta donde dc / dx es iguala O.
Co se determina por medicibn del Area encerrada por el pico de una corrida
en celda de Ifmite sintdtico a baja velocidad. Determinaciones a distintas
concentraciones permiten extrapolar a una concentracibdn o graficando 1/ PM_

P.

versus concentracidn.

Estudio de homogeneidad de loe fragmentos

Dada la tendencia de estos fragmentos a agregarse se hizo una determi- '
nacidn de homogeneidad segfin el procedimiento ideado por Van Holde y
Baldwin (55). Con este procedimiento se hace un equilibrio de sedimenta-
cibn utilizando columnas cortas de solucida (1 a 3 mm.), con lo cual se
logra el equilibrio en un corto tiempo.

Con los datos obtenidos en diferentes tiempos de la experiencia se
grafica

r

X dr versus Z/r
a

donde Z es la defleccidn de 1a imagen dada por el Schlieren, a es la zona



del menisco y r es la distancia del centro de rotacibn.
Los valores de esta integral para cada valor de r se determinan por

integracidn numérica del frea correspondiente,

Medicidn del nimero de uniones disulfuro reducidas y carboximetiladas

Esta determinacidn se hizo midiendo la cantidad de S - carboximetil-
cistefna formada al reducirse las uniones disulfuro de la molécula y pos-
terior complejamiento con &cido iodoacético. Una alfcuota de inmuno-glo-
bulina de conejo y otra de gama globulina humana reducidas, carboxime-
tiladas, dializadas contra agua exhaustivamente y liofilizadas hasta peso
constante fueron usadas.

Con este material se hizo una hidrbdlisis en &cido clorhfdrico 5, 7T N
durante 24 horas en bafio de tolueno a 110°C. E]l material a hidrolizar
fué colocado en una ampolla de vidrio junto con el &cido clorhfdrico, la
solucidn fué congelada y cerrada la ampolla previo vacfo con una bomba de
aceite.

Finalizada la hidrblisis, el material fué secado en un desecador con
pentbxido de fdsforo y &cido sulftirico a 37°C. El material dué redisuelto
en agua y vueito a secar, repitiendo este paso hasta eltminar el fcido
clorhfdrico, Una alfcucts de este hidrolizado fub sembrads a 8 cra, de am-
bos bordes del ext remo de un papel Whatman Nro. 1, con el cbjeto de
efectuar una cromatograffa bidimensional descendente,

El solvente usado en la primera direccibn fue fenol-agua (80:20),

-4
Etilendiaminotetracetato 5, 10 M. en una cuba de vidrio saturads con
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amonfaco. Despubs de 48 horas el papel fué retirado, dejado secar alre-
dedor de 15 a 20 horas y sometido durante 36 horas, al solvente de segun-
da dimensibn: &cido butflico - &cido propfnico (80:50), Acido butflico se
preparaba en proporcibn de 259 ml. del mismo con 17 ml, de agua; Acido
propibnico era mezcla de 124 ml. de propibnico con 158 ml. de agua (586).

Utilizando como standard S - carboximetilcistefna en otra hoja de pa-
pel Whatman 1 era posible localizar la mancha que contenfa el aminobei-
do en la mezcla hidrolizada por revelado con ninhidrina (0, 5 % en acetona)
y 10 minutos a 80°C,

Como la cantidad as{ obtenida ers excesivamente aita se hizo una nue-
va separacibn por elufdo de la rona de papel correspondiente al Rf del ami-
noficido, antes de ser rociado con ninhidrina, y pasaie a través de una co-
lumna de Amberlita CG - 120 de 0.0 x 20 cms. y pH 3. 26 (57).

El aminokcido elufdo con el mismo blffer (pH 3.38, &cido cftrico - hi-
drbxido de sodio - &cido clorhfdrico) aparece en los primeros tubos colec-
tados.

La medicibn final de 1la S - carboximetilcistefna separada por hidrdli-
sig cromatografia en papel y en Amberlita 120 fue hecha segiin el método
de Crall y Hanan (58). Una alfcuota calentada con cianuro de potasio - piri-
dina (3 ml. de ciamuro 0.01 M en 100 ml, de piridira) y fenol 80 % se llevan
& ebullicibdn con ninhidrine (5% en alcohol absoluto) durante 3 a 5§ mimitos;
finalmente se diluye con alcohol 60 % y se lee a 570,

Sfntesis de S - carboximetilcistefna

El aminofcido fub sintetizsado seghn el método de Michaelis y Schubert(59).



5.9 g. de clorhidrato de cistefna y 3. 6 gramos de fcido iodoacético
se disuelven en 10 mlL. de agua y se anade 17 ml. de hidréxido de potasio
6.7 M. Se anade heido acético y filtra la cistina. Se acidifica con hecido
clorhfdrico y se enfrfa durante dos horas en hielo; el precipitado es di-
suelto en agua hirviendo, y es reprecipitado de agua varias veces. Se mi-
dibd el punto de fusidn y ge controld su pureza por cromatograffa en papel.
Con este material, usado como testigo, era posible detectar la mancha
correspondiente al mismo en la separacidn cromatogrifica del hidroliza-
do y calcular la pérdida del método,

Medicibn de residuos N -terminales en gama globulina intacta y en gama
globulina reducida y carboximetilada

El método del 2 -4 diaitroflvorcbenzeno fuk utilizado en esta determi-
nacibn (60).

Loe d!stintos tipos de protefns disueltos en bicarbonato de godio 6 %
eran marcados con el dinitrofluorobenzeno, eliminado el excesc de droga
y secados al airs. Hidrblisis de alflcuotas diferentes se hicieron en tres
condiciones: con &cido clorhfdrico 5. 7 N a ebullicibn durante 24 horas, con
fcido clorhfdrico 5.7 N a ebullicién durante 4 horas y con kcido clorhfdrico
12 N a ebullicibn durante 34 horas.

El hidrolizado era extraf{do con &ter, secado en vac{o, y lavado con
agua repetidas veces hasta eliminar taodo el hcido clorhfdrico. Con pocas
gotas de etanol era sembrado en papel Whatman Nro, 4 previamente lavado

con b{iffsr de ftalato 0. 08 M, pH 6.



El solvente usado en la cromatograffa fué alcohol amflico terciario
equilibrado con el bGffer de ftalato, la corrida tenfa una duracibn de 20
horas. Para el chlculo de pérdidas se midid la recuperacibn de una mezcla
de dinitrofenol - aminoficidos sometidos al proceso de hidrblisis y croma-
tograffa. Esta ﬁezch a su ver contenfa una cierta cantidad de gama glo-
bulina intacta. Finalmente las manchas de los diferentes dinitrofenolami-
noficidos-previo secado del papel- eran cortadas y elufdas con 4 ml. de bi-
carbonato de sodio 1 %, 15 minutos a 60 grados y leyb su absorbancia a
360.

En todas estas determinaciones se analizd solo los dinitrofenolaminod-

cidos solubles en $ter.

Cromatograffa en dietilaminoetilcelulosa

Inmuno globulina de conejo y gama globulina humana reducidas-carbo-
ximetiladas fueron fraccionadas en una columna (2 x 20 cms) de dietilami-
noetilcelulosa. La resina fué lavada inicialmente con kcido clorhfdrico
0.5 N, llevada a neutralidad y lavada mevamente con hidrbxido de sodio
0.2 N. Fl equilibrio se hizo con bliffer de carbonato de amonio pH 8.2,
0.01 M. La protefna despubs de fregmentada fué exhaustivamente diali-
zada contra este bliffer y sembrada en la columna. La elucibn se hizo
inicialmente con el mismo blffer de equilibrio y posteriormente con
carbonato de amonio pH 9 y diferentes concentraciones salinas (0.1 M,

0.2 M, y 0.5 M). La velocidad de flujo fue de 20 mL por hora y el total

elufdo de 700-800 ml. La protefna elufda fué determinada por lectura de
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su absorbancia a 380,

Anflisis de peptidos por electroforesis en alto voltaje

Los péptidos obtenidos del fraccionamiento en 1a columna de dietilaminoe-
til-celulosa fueron analizados por ionoforesis en papel Whatman 3 MM.

F1 biffer usado fue bcido formico - piridina - agua (3:0. 5:96, 8) pH2, ¢
colocado en una cuba de 55 x 44 x 23 cm. La cuba fud llenada con bliffer en
cantidad correspondiente a uncs 7 em. de altura en el fondo y varsol en el
resto. Un caballete de material alslante permit{a sostener la hoja de papel
y sumsergir sus bordes en log dos compartimentos de bffer destinados a
cada uno de los electrodos de platino,

A 8 cm, de uno de los bordes de la tira de papel - 35 x 102 cms. - se¢
sembraron alfcuotas de los correspondientes picos obtenidos por cromato-
graffa. Para esto, la protefna correspondiente a cada fraccibn elufda era
dializada exhaustivamente contra agua y luego liofilizada. Este material
eru diguelto en unas pocas gotas de bOffer y sembrado en el papel. La se-
paracidn se hizo en un perfodo de dos horss, se aplicaban 2, 000 volts y
130 miliamperes.

El papel era finalmente secado 8l aire y revelado con ninhidrina 0. 5%

en aceiona y posterior calentamiento a 83 grados durante 13 minutos.

Actividad bioldgica de los fragmentos de inmuno globulina

Fragmentos de globulinas de conejo antibovino suerocalblimina y anti-

gama globulina humana fueron medidos en su capacidad para precipitar



con el ant{geno especffico y para participar en coprecipitacidn del mismo
sistema (63).

La capacidad de precipitar con el ant{geno se hizo determinando la zo-
na de equivalencia de cads uno de los sistemas y luego ensayando dentro de
ella distintas cantidades de protefna reducida y fragmentada.

En la prueba de coprecipitacibn se mezcld antfgeno y anticuerpo en
cantidades equivalentes de acuerdo a la zona de equivalencia, y a bsta
mezcla se anadid en un caso distintas cantidades de anticuerpo purificado
e intacto, en otro el mismo anticuerpo reducido y carboximetilado y, fl-
nalmente fragmentos de anticuerpos inespec{ficos, o sea provenientes de
otro sistema ant{geno anticuerpo.

Tanto ent{geno, anticuerpo, as{ como fragmentos de anticuerpo eran
disueltos en bfiffer de borato de sodio ph, 8,2, 0.16 M, mantenidos a tem-
peratura ambiente durante una hora y luego de 5 a 7 dfas a 4°C. Durante
este perfodo el precipitado era agitado diariamente, y al final del mismo
se centrifugh s 3. 000 RPM durante 30 minutos. Se lavd con solucidn sali-
na 0. 18 M dos veces, se disolvid con hidrbxido de sodio 0,01 N y se leyd

a 380 en el espectrofotbmetro.



CAPITULO I

RFSULTADOS

Reduccidn y carboximetilacibn de gama globulina

Cuando la molécula era reducida con borohidruro de sodio en presen-
cia de 8 M (irea, complejada con &cido iodoachtico y finalmente dializada
contra agua destilada aparecfa en el saco un precipitado y un sobrenadan-
te despufs de una srolongada difl’nie (48 - 72 horay).

Fsta misma situacibn se repetin dializando contra un bliffer de pH 8 y
fuerca ‘bnica 0. 16 y alin si 1a difillsis se efectuaba contra soluciones més
&cidas. Si en carshio el bfiffer de diflisia tenfa un pH de 8,2 - 8, 4 y fuer-
sa ibnica 0. 18 no se observaba precipitado. Fn virtud de esta observacibn
el b(iffer de diflisis que se utilizaba en las diferentes determinaciones res-
poudfa a es‘as caracterfaticas (pH 8.2 - 8. 4, fuerza ibnica 0. 18), salvo

expresa indicacibn,

Recuperacibn de la protefna después de didlisis

Después de una diklisis de 24 horas conira grandes voiimenes de agua
el peso del contenido del saco de diklisis lofilizado 8 peso constante osci-

laba entre un 85 a 80 % del original de la protefna.



Cuando esta recuperacibn gse medf{a por absorbancia a 280, 1o recupe-
rado oscilaba entre un 83 - 88 %. En vista del material que se pierde por
manipuleo, la conclusidn fue que la mayorfa de la protefna reducida y frag-

mentada quedaba dentro del saco de diklisis,

Coeficientes de extincidn especfficos

En biffer de borato de sodio - cloruro de potasio, pH 8.4, 0.18 M se
determind el coeficiente de extincidn de fragmentos de distintos orfgenes
y de la molécula intacta.

Tabla 2

Coeficientes de extincibn especfficos a 280 de gama globulina de
conejo y humana intactas y reducidas y carboximetiladas

1%
L
1 cm, a 280

Gama globulina de conejo intacta 13,1
Gama globulina humana intacta 13,0
Gama globulina de conejo reducida y

carboximetilada 11,8
Gama globulina humana reducida y

carboximetilada 12, 4

Coeficiente de sedimentacidn

Gama globulina de consjo y gama globulina humana purificadas por pre-
cipitacibn con sulfato o0 columnas de dietilaminoetilcelulosa fueron analiza-
das por ultracentrifugacibn analftica, utilizando una celda de aluminio

standard de 12 mm, y 4° de amplitud,
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La temperatura de la corrida fue de 30° C, la concentracibn de pro-
tefna de 1 % en biiffer de borato 0. 16 M y pH 8. 4. Las fotograffas fueron
tomadas cada 8 minutos despubs de alcanzado el méximo de velocidad
prefijado en 39. 780 RPM.

En el chiculo final de 1a constante se graficd el logaritmo de las dis-
tancias entre el pico a tiempos sucesivos versus estos tiempos.

Con ambos tipos de protefna se obtuvo un solo pico regularmente si-
mbtrico, con un valor soroximado de $*6,8. Esto permitib suponer que en
1a purificacién se obtenfa un preparado homogéneo y puro en cuanto se
refisre a su velocidad de sedimentacibn,

El coeficiente de sedimentacidn para fragmentos de la molbcula fub
determinado en una celda de Ifmite sintético, dado que en la celda standard
no se detectaba ningln pico.

La velocidad aplicada fue de 59. 7860 RPM, 20° C la temperatura, la
celda fue de 12 mm. y 4°, midiéndose varias concentraciones de protef-
na a los fines de extrapolar la concentracibn cero graficando 1/3 versus c.

El blffer utilizado fue el de dikligis del tratamiento posterior a la re-
duccibn y las concentraciones se determinaron por lectura a 280.

El chlculo de 1a constante de sedimentacibn no dio diferencias signifi-
cativas entre fragmentos de gama globulina reducida de origen o humano
o de conejo. En ambos casos el valor de la constante fue de 1.5, hechas
las correcciones correspondientes. El valor del volumen parcial especf{-

fico, en todas las determinaciones fue el de la protefna intacta (0. 745) (63).



Figura 3:Sedimentacibn en ultracentrffuga analftica de gama globulina de
conejo purificada por precipitacifn con sulfato de sodio.
RPM: 59, 780; T: 20°; concentracifn : 1%. Fotograffas cada 16

min, Celda standard, pieza central de aluminio, 12 mm y 4°




Peso molecular por el método de Archibald

Fragmentos de gama globulina de conejo y gama globulina humana
fueron analizados en experiencias de equilibrio de sedimentacibn,

Soluciones de diferentes concentraciones, en blffer de borato pH 8. 4,
0.16 M, fueron corridas en una celda de doble sector, de 12 mm, 4°, con
una pieza central Filled - Epon, en una ultracentr{fuga analftica modelo
E a 13,800 RPM.

Fotografias a diferentes tiempos de la corrida, una vez logrado el
oquilibrio~¢ & 6 horas después de alcanzada la velocidad mbxima-, fueron
tomadas y calcadas en papel milimetrado despubs de sor ampliadas unas
13 veces.

La inversa de los valores de peso molecular aparente, obtenido con
este método, fueron graficados versus concentracibn,

E] peso molecular determinado para fragmentos originados en la re-

duccidn ¢ hidrdlisis de los dos tipos de protefna se da en la siguiente tabla:

Tabla 3

D eterminacibn de peso molecular mediante equilibrio de sedimentacibn
de gams globulina humana y de conejo, reducidas y carboximetiladas.

Fragmentos de gama globulina de conejo 18,000
Fragmentos de gama globulina humana 19.200
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Figura 4: Velocidad de sedimentacidn de gama globulina de conejo reducida
y carboximetilada en celda de Ifmite sintético, 12 mm, 4° .

RPM: 59780 ; T: 20°% cone, 0, 5%. Fotograffas cade 8 min,



Peso molecular del fragmento de gama globulina humana reducida por se-

dimentacidn-difusibn

La constante de difusibn D, permitié comparar los dos métodos de me-
dicidn de peso molecular,

La experiencia de difusidn libre se hizo con una concentracidbn de 0.5 %
de protefna por un perfodo de 40 horas a 4°* C.

Correcciones de la constante se hicieron seglin 1a férmula siguiente:(51)

- D med, __293 [ h solv.] (-

T 203+ T fw . /h

D20. w

T es igual a temperatura del experimento.
’h«g,{ I %« o8 1a viscosidad del solvente relativa a la del agua,
/h{w s viscosidad del agua a la temperatura del experimento,
'k,_, w * viscosidad del agua a 30° C,
El valor final cbtenido fuede D g0 * 7.1 . 10 "7 cm? / seg.
+ El1 peso molecular segfin los dos métodos usados, para este fragmen-
to, se da en la tabla siguiente:
Tabla 4
Determinacién de peso molecular de gama globulina humana reducida

Yy carboximetilada mediante equilibrio de sedimentacibn y sediinenta-
cion - difusidon

l(‘todo S° 30.' D 30. w Peso molecular
Sedimentacibn-difus. 1,8 7.1 20, 100
Equilibrio-sediment, -~ ecae 19.200



Figura § : Imagen schlieren e imagen rayleigh en la determinaciéu de la
constante de difusitn de gama globulina humana reducida y

carboximetilada, Experiencia en equipo de electroforesis libre
y difusitn Spinco modelo H, Celda de 3 mm, T; 403 fotografias

a los 84, 460 y 1. 890 minutos.
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Homogeneidad de los fragmentos de inmunoglobulina de conejo

Con columnas de 1. 5 mm. de solucidn en una celda de doble sector y
pieza central Filled-Epon se determind homogeneidad de los fragmentos
seghn el procedimiento de Van Holde y Baldwin (55).

Las concentraciones fueron determinadas en una celda de ifmite sinté-
tico a baja velocidad.

La temperatura de la experiencia se mantuvo a 30° C., impresionando
1a placa fotogrhfica a diferentes tiempos. La medicibn de la defleccibn por
1a imagen del schlieren asf como las distancias al centro de rotacibn se
hicieron en un microcomparador, previo conocimiento de las diferentes
constantes de la ultracentr{fuga para las dimensiones del rotor y las dis-
tancias del camino bptico.

En los extremos de la columna, los valores de r eran tomados cada
0. 08 cmas.

Fl grifico de la integral versus Z/r dio una recta regularmente de-
recha, La falta de concavidad hacia arriba permitid suponer que no habfa
agregacibn en el sistema o si exist{a era mfnima, (Fig. 6).

NQmero de uniones disulfuro reducidas por el borohidruro en presencia
de urea 8 M,

En la tabla 5 se dan los valores medidos de unionea disulfuro redu-
cidas, detectadas como S - carbaximetilcistefna,

Hidrbliaig de 5 - 10 mg. de gama globulina humana y de conejo redu-
cidul.' carboximetiladas, dialisadas y liofilisadas se hicieron segfin el
proc;iodlmiento descripto en Mbétodos.

’ ‘\ | .
38

1
‘



151

s . 10 15 20
/Zdr x 104
a .

Figurs 6: Test do homogeneldad de gama giobulina de oonejo reducids y
oarboximetilada segun Vaa Holde y Baldwin, Z es la desviacita

de la imagen por el schlieren( en 6ms. ), & s Ia posicita del
menisco y ¢ es la distancia al csstro de rotaciba,



La separacibn por cromatograffa de papel permitid visualizar una man
cha perfectamente separada del resto de aminobcidos cuando era revelada ¢
con ninhidrina y comparada con el standard,

Cuando esta mancha era cortada y medida ~uantitativamente por elu-
cidn con cloruro de cadmio 0.1 % en metanol 60 % y lefda & 620, se obte-
nfan cifras anormalmente altas para el contenido de cistefna de 1a molbcu-
la. Egto hizo pensar que ¢l sistema era ineficas para separar algunos
aminofcidos anflogos estructurales de la carboximetilcistefna. En expe-
riencias de prueba se pudo comprobar que el hcido gluthmico se desplasa-
ba con los solventes usados con el mismo Rf de la carboximetilcistefna.

Ello obligh a una nueva separacibn, que fub lograda con Amberlita
CG 120 = pH 3. 25, obtenidéndose la carboximetilcistefna purs elufda en los
primeros tubos de 1a columna,

Thbla §

—

Contenido de S carboximetilcistefna en gama globulina humana y
de conejo, reducidas y carboximetiladas (1)

Tipo de protefoa S-carbaximetilcistefna mol/mol protefna (2)
Conejo 18,1
Humana 20,9

(1) Promedio de cuatro determinaciones

(2) E1 peso molecular de la protefna se supone 150, 000 g.

La recuperacibn del aminobcido en toda 1a experiencia incluyendo hi-

drblisis, cromatograffa en papel y en la columna oscild entre un 80 y 90 %.



Residuos N terminales en la molécula intacts y en la molécula reducida y

carboximetilada

Tabla 6
Aminoficidos N terminales en la protefna intacta y reducida y carbo-
ximetilada (1)

Moles de aminofcidos N terminal por Mol de protefna (2)

Dinitrofenil glob.de conejo glob,de conejo glob.humana glob. humana

aminofcido intacta reduc. y intacta reduc. y
carboxim, carboxim,
Ac, asphrtico 0,39 3.10 0.71 3.13
Ac. glutbmico 0.10 1. 70 1.08 1. 40
Serina 0.31 1. 44 0.10 1. 50
Glicina trazasd trazas e -=-
Treonina 0,13 1. 50 0,10 1. 30
Alanina 1.00 3.10 0.10 1. 30
Valina trazas trazas .- ==

(1) Promedio de cinco determinaciones.
(2) Los resultados se expresan Moles de residuos N terminal por 180. 000 g.
de protefna,

(3) Menoa de C, 08 Moles,

El nimero de DNF aminoficidos encontrado se mantuvo constante y su
valoracibn cusntitativa estaba en las distintas determinaciones dentro de
un rango del 15-20 % al comparar una con otrs.

Fn la tabla siguiente se dan los porcentajes de recuperacibn de aminok-
cidos dinitrofenilados sometidos a hidrolisis en idénticas condiciones, y

posteriormente cromatografiados.
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Tabla 7

Determinacidn de recuperacidn de dinitrofenilaminoficidos sometidos a
hidrblisis y cromatograffa

% recuperado
Dinitrofenil Aspirtico 70. 0
" Glutimico T2.8
" Alanina 85.0

Para determinar esta recuperacibn 0.2 mg. de cada uno de los corres
pondientes dinitrofenilaminoécidos fueron sometidos, junto con 20 mg. de
gama globulina intacta a hidrdlisis con &cido clorhfdrico 5. 7 N, durante
24 horas. Después de eliminado el hcido clorhfdrico se cromatografiaron
en papel Whatman Nro, 4 con biiffer de alcohol amflico terciario como sol-
vente.

1.08 resultados de la valoracidn cuantitativa de residuos N terminales
de la molécula no tratada, sea de origen humano o de conejo concuerdan con

los datos publicados por diferentes autores.

Separacibn de fragmentos de gama globulina reducids y carboximetilada

La obtencibn de un solo pico regularmente simbtrico después de la re-
duccibn e hidrdlisis de la molécula por ultracentrifugacibn anaiftica, junto
con 1a recuperacibn en e} saco de dillisis de la mayor parte de la protefna
inicial, permitid suponer su fraccionamiento en componentes de igual o si-
milar peso.

En vista de esto se planted la posibilidad de separar estos fragmentos.



Despubs de intentar diferentes tipos de resina de intercambio idnico,
pudo establecerse que en dietilaminoetilcelulosa el material era retenido
en su mayor parte, (Fig. 7).

Diferentes cantidades de protefna -entre 100 y 200 mg. - de inmuno
globulinas de conejo de difsrentes especificidades, o gama globulina huma-
na fueron reducidas y cromatografiadas.

La elucibn se hizo a flujo continuo con un colector de fraceiones auto-
mético durante 48 - 50 horas. Las condiciones de elucibn, fueron descrip-
tas en el capftulo de Métodos.

La recuperacibn obtenida en cada uno de los picos se da en la tabla
siguiente:

Tabla 8

Determinacibn de la cantidad de proteina recuperada en cada una de
las fracciones elufdas de la columna de dietilaminoetilcelulosa,

Fraccibn eluf{da % del total sembrado
I 19
1 a9
ot 18
v 15
Total recuperado 81

Por cambios en las condiciones de elucibn no se obtuvo ninguna otra

fraccidn.



Un gradiente lineal aplicado a la columna en condiciones similares a
1a elucidn por "Step-wise' dio resultadog similares.

Sin embargo la separacidn de los distintos componentes no era tan al-
tamente satisfactoria como en la elucidn por pasos.

Anflisis de péptidos elufdos de la columna de DEAE-celulosa por
electroforesis en alto voltaje

Después de dializado contra agua, el material correspondiente a cada
fraccibn elufda de la columna era lofilizrada hasta total sequedad,

Alfcuotas en cantidades idénticas eran sembradas en papel Whatmm.S
MM en las condiciones y sclventes explicados en Métodos.

Cuando el material analizado correspondfa a cada uno de los picoe de
la columna pertenecientes a la misma molécula fragmentada, se compara-
ba el grado de diferencias en las cuatro fracciones obtenidas por separacibn
cromatografica.

Con estos ionogramas era posible confirmar que el material corres-

pondiente a cada una de las fraccciones representaba péptidos diferertes.

Comparacidon por ionoforesis de pbptidos pertenecientes a distintos anti-
cuerpos.

Gama globulina de conrjo antiguero alblimina de bovino y gama globu-

lina de conejo antigama globulina humana fueron separadas en sus cuatro
fracciones por cromatograffa en DEAE celulosa, previa reduccidn con
borohidruro y carboximetilacibn.

Cada fraccidn fué dializada y liofilizada. Una slfcuota de cada una de

ellas fue sembrada en papel Whatman 3 MM junto con la fraccién ankloga
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Figura 7:Cromntograﬂldoga.msglobuumdeomojoro¢widayurboxlmeﬁhdl
en dietilaminoetiloelulosa. La columna- 20 x 2 oms, - fue equilibrada

oon buffer de carbonato de amonio, pH 8.2, 0.01 M. Con este buffer
se eluyd la iracecitn I3 fracciones IT, 11 y IV fueron elufsias con el

mismo buffer de pH 9 y fuerza i6nica indicadsa, Protefna sembrada:100mg.



correapondiente a la otra molécula de anticuerpo.

El anflisis de los ionogramas peptidicos permitfa observar analogfas
y diferencias entre las fracciones de distinto origen.

Comparando los péptidos pertenecientes a las fracciones I & II obteni-
dos a partir de los dos anticuerpos indicados, los ionogramas eran idénti-
cos.

Si en cambio 1a fraccibn 111 o 1a fraccidn IV eran comparadas con sus
anfilogas, ciertas diferencias era posible visualizar.

Egstas experiencias fueron repetidas con material proveniente de dis-
tintos aniriales, mantenibnduse los riismos modelos ionoforeticos.

Medida de la actividad bloldgica de inraunoglobulina reducida y carboxime-
tilada

La medida de la actividad bioldgica se hizo determinando la capaci-
dad de procipitar y de coprecipiins de la mwolécula reducida y fragmentada.

a) Prueba de precipitacidn de los fraginentos con el ant{geno,

Para esta medicidn se deterraind previamente la zona de equivalencia
en 2l sistema gama globulina antisuero alblimina de bovino-sueroc alblmi-
na de bovino.

A un volurien constante de suero inmuue se le afadieron cantidades
creci¢entes del ant{geno, se llevd a volumen con biiffer de pH 8.2 y fuerza
ibnica 9. 16 e incubd a 37°C una hors y luego una semana en la cfrmara
frfa (4° C). La cantidad de precipitado se valorb a 280 disolviendo con

hidroxido de sodio 0. 01 N.






Figura 9: Ionograma de fraceiones II de la columna de DEAE-celulosa. A: fraceitn
que proviene de inmunoglobulina de conejo antisuercalbumina bovina, B: fraceitn
«mamu-—uum‘mm
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Una vez determinada la zona de equivalencia, y conociendo los coefi-
cientes de extincidn especfficos de ant{geno y anticuerpo, fue posible co-
nocer la cantidad de protefna en el precipitado, perteneciente al anticuerpo.

Zona de equivalencia en el sistema sueroalblimina de bovino - antisuero -
alblmina de bovino

Suero inmune (ml.) A ntigeno (mg.) D.O. a 280
0.1 0.08 0. 100
" 0.09 0. 120
" 0.10 0. 130
" 0.11 0. 160
e 0.12 0, 163
" 0.13 0. 170
" 0.14 0. 180
" 0.15 0. 160
" 0.16 9,120
" 0.17 0. 100
" 0.18 0.070
" 0.19 0. 040
" 0.20 0. 020

Dentro de la zona de equivalencia numerosas experiencias de preci-
pitacidn del antfgeno se hicieron, utilizando el anticuerpo especffico puri-
ficado, reducido y fragmentado seghn el método informado.

En ningln caso se observd precipitacidn.
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b) Anflisis por prueba de coprecipitacibn

En el sistema gama globulina de conejo antisuero albfimina bovina-suero
albfimina bovina fue testada la capacidad biolbgica para participar en copre-
cipitacibn del anticuerpo fragmentado.

0.1 ml. de suero inmune y 0. 14 mg. de antfgeno se usbd como patrdn
(fig. 12).

A una serie de tubos con esta mezcla se les afadib cantidades crecien-
tes de anticuerpo purificado intacto y estos valores fueron tomados como
capacidad mAxima de la molécula para coprecipitar (100%).

Cuando el anticuerpo intacto era reemplazado por anticuerpo fragmen-
tado en cantidades equivalentes la coprecipitacibn alcanzaba un 80 - 70 %
del total logrado con la molécula no tratada.

Si se usaban fragmentos obtenidos por reduccibn de gama globulina
de conejo anti gama globulina humana, la cop;'ecipitaclbn era nula. Tam-
poco se lograba coprecipitacibn sl se agregaban fragmentos obtenidos a
partir de gama globulina de conejo inerte,. o sea de conejo no inmune,

Cuando se utilizd en esta medicibn el sistema antigama globulina
humana-gama globulina humana, siempre con anticuerpos purificados de
conejo, los valores de la prueba fueron menos elocuentes. Lo observa-
do fue una escasa capacidad de coprecipitar para el anticuerpo intacto,
lo cual indicarfa una cierta inactivacibn de la molécula o una deficiente
sintesis de anticuerpos,

Utilizando el sistema de precipitacidn antisuero albimina bovina- sue

ro alblimina bovina, fue medida la actividad biolbgica del anticuerpo frag-
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Figura 12;: Co-precipitacifn en el sistema inmunoglobulina de conejo anti( sueroal-
bumina de bovino)-sueroalbumina de bovino.

Anticuerpo no tratads es la adiclén de inmunoglobulina de conejo purificada
conteniendo anticuerpos contra sueroalbumina de bovino.

Fragmento e3 12 adiciSn de 12 misms protefaa reducida y carboximetilada,

La curva inferior representa log valoree obtenidos por el agregado de gama
globulina de ecnejo inerte o Inmunoglobulina de conejo ant - gana globulina
humana, ambas reducidas y carboximetiladas.

El grifico incluye los valores promedios de 6 determinaciones, cada una de

ellas con anticuerpos proveniaentes de distintos conejos.




mentado y fraccionado en la columna de DEAE,

Cada una de las fraccionea cbtenidas en la columna, as{ como las po-
sibles combinaciones entre ellas fueron testadas. En todos los casos la
cantidad total de protefna anadida al sistema era idéntica al patrbn usado
de globulina intacta.

Las frucciones individuales eran todas biolbgicamente inactivas, no
observindose ninglin aumento en la protefna del precipitado (Fig. 18).

Cuando se utilizaban las cuatro fracciones juntas, el valor por copre-
cipitacibn alcanzaba un 50% de la molécula reducida y carboximetilada.

De las posibles combinaciones de estas fracciones -de dos en dos o
de tres en tres- finicamente el complejo fraccidn II- fraccidén IV mostra-
ba un aumento en el precipitado proteico y &ste era de un 50 % del logrado

con el anticuerpo reducido y carboximetilado,
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Figura 13: Co-precipitacitn en el sistema inmunoglobulina de conejo anti(sueroal-
bumina de bovino)- sueroalbumina de bovino.
e agregado de inmunoglobulina de conejo antisueroalbumina purificada,
o adici6tn de una combinacién de las cuatro - fracciones elufdas de DEAE-celulosa.
8 adicitn de la combinacitn dada por fracciones IIl y IV elufdas de DEAE,
4 adicibtn de fracciones individuales obtenidas de 1a columna de DEAE, o adicitn
de las combinaciones posibles entre las cuatro fraceiones elufdas, distintas de
1a combinacidn I-IV.
Todas estas fracciones fueron obtenidas por cromatograffa en DEAE-celulosa
de inmunoglobulina de conejo antisueroalbumina de bovino, reducida y carboximetilada.



CAPITULO IV

DISCUSION

Estructura y actividad biolbgica dol irmunoglobulinas mediante el estudio
de sus fragmentos.

El tamano y la heterogeneidad de este tipo de macromolbculas ha di-
ficultado la interpretacibdn de los resultados que correlacionan estructura
y actividad en el total de la proteina.

Como se ha expuesto en el capitulo de introduccidn, el problema ha si-
do encarado mediante el fraccionamiento de la protefna y en anklisis de
los componentes obtenidos.

Los resultados presentados en este trabajo encuadran dentro de este
tipo de enfoque.

Por accibén de! borohidruro de sodio y irea 8 M la molécula de gama
globulina es fragmentada en varios componentes aparentemente similares
en su tamafio,

El anklisis en ultracentrifuga analftica del material dializado y solu-
ble, en una celda standard, al no revelar ninghn componente que sedimen-
tara hizo suponer una hidrblisis total con destruccidn de la molécula y
formacibn de pequenos péptidos, no detectables por el anklisis de sedimen-

tacibn, o bien la formac:56n de componentes inferiores a 30. 000 en peso
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molecular, que representa el lfmite inferior aproximaedo del material re-
velado por la celds standard.

La obtencibn de un solo pico regularinente simétrico, cuando se usd
una celda de ifmite sintbético, reveld estar en presencia de uno o varios
fragmentos, inferiores a 30.000 en peso molecular, pero a su vez con el
sufic:ente tamano, como para ser retenido por el saco de diflisis standard.

La recuperacidn de la protefna reducida y carboximetilada, medida
como material no difusible, mostrd que 1a mayor{a del material de parti-
da, en el tratamiento con borchidruro quedaba en el saco de difligis y por
lo tanto la formacibn de pequenos peptidos era reducida.

El peso molecular de estos fragrmentos determinado por el equilibrio
de sedimentacidn ¢ por el procedimlento de sedimentacidn-difusibn, en el
caso de fragmentos obtenidos a partir de gama globulina humana, dio valo-
res que ~ataban dentro de los esperados.

Los componentes obtenidos a partir de gama globulina de conejo
(18.000) o de gama globu:1lina humana (19, 200), son similares en peso mo-
lecular y representa cada uno, aproximadamente un octavo del total de la
molécula.

Agregacidn de estos péptidos con fracciones mhs pequenas, son fre-
cuentes dando valores de peso anormalmente altos. Esto quedd aparente-
mente descartado por experiencias de equilibrio de sedimentacibn en co-
lumnas cortes, y el an&lisis de los resultados segin el procedimiento pro-

puesto por Van Holde y Balwin.



Egte tipo de test confirmd, junto con la recuperacidn de la casi tota-
lidad de la protefna inicial, 1a probable ruptura de la molécula en frag-
mentos similares en tamano con la produccibn escasa de pequefios pépti-
dos.

Por otra parte la reproducibilidad de los valores de peso molecular
por equilibrio de sedimentacidn, asf como la buena correlacibn existente
entre estos valores y los ocbtenidos por el mbétodo de sedimentacidn-difu-
sibn, en el caso de componentes provenientes de protefna humana, permi-
ten aceptar como probables estos valores.

Resumiendo 1o resultados del peso molecular de estos fragmentos
puede concluirse lo siguiente:

1) Ausencia de material que sedimente en la celda standard, por lo tan
to superior a 30. 000 en peso molecular.

2) Retencibn en el saco de diklisis de la mayor parte del material, in-
dicando que los fragmentos poseen un peso molecular suficiente co-
mo para no atravesar la membrana.

3) En concordancia con estos hechos, la obtencidn de una constante de
sedimentacibn de 1.5 y un peso molecular por equilibrio de sedimen-
taciSn de 18.000 - 19. 000,

4) Un solo pico regularmente simétrico, en la sedimentacidn con celda
de Ifmite sintético y ausencia de curvatura en el anilisis por el mé-
todo de Van Holde y Baldwin, que hace suponer que los distintos com-

ponentes en que se.ha resuelto la molécula sean similares en tamafio,



Estabilidad y reduccidn de uniones disulturo

Por titulacidn amperométrica, en soluciones de firea 12 molar, con
mercapto-etanol en concentracion 0, 54 molar y 40° C durante 45 minutos
se ha detectado hasta 43, 7 grupos suliidrilos en le molécula intacta pro-
veniente de suero de conejo (33).

Estos grupos sulfidrilos corresponden a 21 o 22 uniones disulfuro., Ei
mismo autor informd haber encontrado 2.2 grupos sulfidrilos libres en la
molécula intacta.

Acerca de 1a distribucidn de estas uniones disulfuro de la molécula de
gama globulina en uniones intercadenas y uniones iniracadenas no existe
acuerdo unfnime,

Fl nimero de uni&nel disulfuro que conecta cadenas, dislintas en la
molécula, oscila entre 83 y 7 seghn distintos autores (36-33 y 34). MAs afin
si el modelo propuesto de cuatro cadenas, afin requiere informacibn con-
firmatoria, la clasificacibn de uniones disulfuro como inter e intracade-
nas se complica un tanto,

Acerca de la posibilidad de que existan grupos sulfidrilos libres en la
molécula, los resultados obtenidos por diferentes autores revelan un valor
mucho menor al informado por Utsumi y Karush (33). Cecil y colaborado-
res, {33) que no han detectado grupos sulfidrilos libres en la molécula, opi
nan que el mé&todo de titulacibn con plata da valores excesivamente altos,

El anflisis de S - carboximetilcistelna en la molécula de origen humano
o de conejo, reducida y carboximetilada con borohidruro de sodio en irea

8 M y fAcido iodoacttico, ha dado valores por encima de los correspondientes

59



& una rupiu.a de uniones disulfuro exclusivamente intercadena,

Es evideate que la desnaturalizacibn lograda por la {irea 8 M expone
a un considerable nimero de uniones disulfuro al efecto del borohidrudo
y este nfimero ircluye uniones intracadena.

En primera aproximacibn podr{a concluirse que todas las uniones di-
sulfuro intercadena han sido reducidas y junto con ellas un cierto ntmero
de uniones intracadena.

Aquf la interpretacibn de resultados enfrenta ciertos hechos no del to-
do aciarados. Por una parte ha aido postulado que la unibén intracadena es
mhs resistente a los reductores que la intercadena, y esto se ha supuesto,
no sblo para gama globulina, sino para diferentes protefnas (32).

Sin embargo, a menos que se utilicen condiciones de reduccidn muy
suaves (0. 01 M mercapto etanol a pH 8. 2) la reduccibn de puentes disulfu-
ro intercadena en gama globulina, cael aiempre se acompana de alghn gra-
do de reduccidn de las uniones intracadena (34).

Otro hecho a tener en cuenta es el referido a una probable es:abilidad
de las uniones disulfuro intercadena conferida por uniones no covalentes
de vecindad (85).

Finalmente el desplegamiento de la molécula de gama globulina por
efecto de la firea 8 M no es total (66),quedando una cierta zona no desenro-
llada a partir de 12 cual se lograr{a 1a renaturalizacibn de la molécula con
recuperacibn de su actividad biolbgica ai eliminarse la irea. Existe por lo

tanto la posibilidad de que en esta zona no desplegada pueda quedar alguna
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unidn disulfuro intercadena “protegida” y no reducible en las condicicnes
experimentales usadas aqulf.

En vigta de estas cons!deraciones, la conclusibn extrafble de los datos
presentados en la tabla 5, solo permite afirmar una considerable reduccibn
de las uniones disulfuro (aproximadamente un 50 % del total) que incluye unio
nes inter e intracadenas.

Residuos N terminales en la molécula reducida y carboximetilada

La aparicidn de nuevos aminofcidos N terminales en la hidrSlisis pro-
teica permite informar acerca del nfimero de uniones peptidicas hidrolizar
das.

En la interpretacidon de resuliados es indispensable conocer previamen-
te, ol nimero de amino@icidos N terminales en ia molécula intacta, que a su
vez informa conjuntamente con el nimero de aminoficidos C-te rrinales so-
bre el nficnero de cadena de 1la molécula,

Fn garma globulina de ¢onejo se ha encontrado un residuo N terminal
(Alan'na) y dos en globulina humana (un &cido asphrtico y un &cido gluth-
mico), conjuntamente con residuos de otros aminokcidos N-terminales en
pequenia propore’dn en ambas protefnas.

El modelc de estructura propuesto por Porter incluye cuatro o quizés
sels cadenas en la molécula. La contradiccidn entre estos datos ha sido
resuelta suponiendo que algunos residuos N-terminales no son reactivos
para el método de medicion o estbn complejados con otros compuestos.

Datos rec.entes (68) 1ndican que el residuo N terminal en la cadena pe-

sada o cadena A de globulina de conejo ser{a el &cido pirrolidoncarboxflico.
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Datos a confirmar (67) han revelado cuatro aminokecidos C.-terminales
en la molécula intacta.

Los datos presentados en 1a Tabla 6 permiten inferir que la reduccibn
de la molécula por ¢l borchidruro de scdio en presencia de frea 8 M, ¢
acompafia de un cierto efecto proteolftico, Los valores encontrados ea la
molécula intacta, sea de conejo o0 humana, esthn de acuerdo com lo infor-
mado por diferentes autores.

K] nimerc de residuce N terminales dosados en la molbcula reducida
y carboximetilada, es varias veces mayor al nimero encontrado ea la mo-
16cula intacta. Pese a esto ¢} tipo de aminobcidos N -terminales encontra-
dos es similar a los residucs de la molbcula no tratada, presentes en can-
tidades minimas,

Esto permite suponer la posibilidad de que alghn residuo N terminal de
1a molécula intacta no detectable por tener bloqueade su grupo amino, ha-
ya side liberado por (irea y borohidruro y sea entoaces revelable,

El nhimero total de residucs encontrados, es por otra parte, superior
al que podria esperarse pars un modelo de cuatro cadenas y esto hace pen-
sar ea la posibilidad de hidrblisis peptidica de 1a molbcula.

Reduccidn y ruptura de gama globulins por efecto del borohidruro de sodio
en presencia de (irea 8 M.

Con 1o¢ datos cbtenidos por medida de peso molecular de los compo-~
nentes de la molbcula reducida y carboximetilada, ¢l nimero de uniones
disulfuro reducidas, as{ como ¢l dosaje de 108 residuos N-terminales es
posible intentar una explicaciin scbre el ataque de la molbcula por parte



del agente reductor,

Para esta interpretaciin se supone como vilido ¢l modelo de cuatro
cadenas propuesto por Porter.

Fragmentos de un peso aproximado de 16, 000 -como los obtenidos-
indicarfan que las llamadas cadenas livianas o cadenas B no son rotas,
por cuanto su peso se ha calculado aproximadamente en 30, 000, La hidrd-
lisis, por lo tanto, debe concentrarse scbre las cadenas pesadas. Kl pe-
80 de estas cadenas se ha supuesto ea 88, 000. 8 la produceidn de peque-
fios phptidos no es significativa, 1o inmediatamente probable es una esci-
sibn de cada cadena A en componentes similares.

Esta interpretacibn exige que todas las uniones disulfuro que conectan
distintas cadenas sean reducidas y los fragmentos pertenscientes a cade-
nas diferentes sean separados.

En vista de 1a mayor labilidad de la unibn digulfuro intercadena a la
reduccifn, con respecto a la intracadena, 10 supuesto anteriormente es lo
probable.

La posibilidad de que la ruptura de la molécula implique la formacibn de
fragmentos que contengan uniones disulfuro intercadena y por lo tanto con
pbptidos pertencientes a diferentes cadenas, exige un mecanismo de ruptu-
ra en mﬁmp;o'- sonas. Esto implicarfa una hidrdlisis de mumerosas unio-
nes péptidicas, con la aparicibn de un nimero mayor de residuos N termi-
nales al encontrado.

Finalmente si se tiene on cuenta ¢l modele de estructura propuesto por

Tanford (Fig. 3) la sona desenrrollada de la protefna se localiza en cada



una de las cadenas A, y scbre esta sona actlan en su efecto proteoiftico
papafna y pepsina gunque en sitios diferentes (31).

La existencia de esta sona menos "globular” que ¢l resto de la molé-
cula, sensible al efecto proteolftico de ensimas, ofrece la posibilidad de
localizar ea la misma el efecte hidrolftico del borohidruro ea prezencia
de firea 5 M.

La conclusibn final probable, por lo tanto, es que la firea lleva a un
desplegamiento casi total de la protefna permitiendo al reductor qufmico
la ruptura de las uniones disulfuro que unen cadenas diferentes. Un efec-
to de hidrdligis de uniones peptfdicas scbre las cadonas pesadas, con
formacidn de componentes similares en peso, completaria el efecto de
reduccibn inicial.

Separacibn de los componentes obtenidos por reduccidn y carboximetila-
cidn de la gama globulina

Entre los diferentes mbtodos utilizados para separar los fragmentos
muy pocos dieron resultados efectivos.

Uno de ellos, la electreforesis libre en biffer de borate, indicd es-
tar en presencia de varios componentes heterogéneos ¢ indujo a un inten-
te de separacidn de los mismos.

E1 uso de resinas de intercambio idnico dio resultado faversble fini-

camente con dietilaminoetilcelulosa en las condiciones ya explicadas.
La recuperacifn de la protefna alcansaba solo alrededor de un 80%.

Esta pbrdida es significativa en este tipo de macromolbculas, sobre todo

on la recuperacidn de su actividad biolbgica. En general, $ste es el prin-
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cipal inconveniente en ¢l fraccionamiento por resinas de este tipo de ma-
terial, originado en prote{nas inmunes, reducidas en presencia de fires.
A 1a escasa solubilidad de los componentes se le afiade la pbrdida ea su
fraccionamiento (30).

En muestro caso, si biea ¢l material era lo suficientemente soluble
como pars ser analisado, la pbrdida era importante. Pese a esto ¢l mb-
todo era reproducible con diferentes tipos de gama globulina, de la mis-
ma o diferente especie, 10 que permitid una comparacibn de los distintos
péptidos obtenidos.

Actividad biolbgica de inmunoglobulinas fragmentadas

La molbcula de inmunogicbulina de conejo reducids y fragmentada,
sl bien os incapas de precipitar con su antfgeno especifice, es biolbgica-
mente activa cuando particips ea un sistema de coprecipitaciba.

El grado de actividad biolbgica -un 70 a 80% de la molbcula intacta-
indica una recuperscibn de la actividad de 1a protefna despuls de reduci-
da, carboximetilada y dialisada.

Por otra parte, la ospecificidad de este efecto quedd demostrada
cuando participaban fragmentos provenientes de glabulina inorte o de am-
ticuerpos inespecificos.

Merece cierta consideracibn el hecho de que si biea la valoracibn se
hiso oun la sona de equivalencia de ant{geno y anticuerpo, el precipitade
se acrecienta por el afiadide de anticuerpo antes de dismimuir, por lo mo-

nes por ¢l agregado de psquetias cantidades. Este parece ser ¢l compor-



tamiento general ea sistemas de precipitacidn ant{geno-anticuerpo con in-
munoglobulinas generadas ea conejos. ¥l hecho indicarfs una amplia som
de equivalencia, logrindose 1a inhibicién recién conm anticuerpo ea gran ex-
eeso (38).

Porter ha valorado la actividad biolbgica de las cadenas de su modelo
con este sistema, habiendo encontrado que si bien por medidas de fluores-
cencia la cadena A es inmunolbgicamente muy activa, ea la prusba de co-
precipitacibn cbtenfa valores de solo un 15 a 30% del control (36). Cuando
utilis$ cadenas A cbtenidas a partir de anticuerpos de suero de caballo,
generados contra glcbulina de conejo, los valores de actividad alcansaron
un 70% del total de la molbcula intacta. Cuando ¢l antfgeno usado ere toxol-
de diftérico en caballo, la actividad se manifestaba por una inhibicibn de la
precipitaciba.

Esto es {ndice de ua comportamiento muy particular del sistema, y
este comportamiento depende no sble del animal inrunisado sino del tipo
de ant{geno,

Fu ¢l caso de inmunoglobulina de conejo tratada con borchidruro y
Grea la molécula permanec{a activa cuando ¢l antigeno usado era albimina
de bovino. Cuando ¢l antigeno utilisado era gama globulina humana los va-
lores de coprecipitacién eran mencs significativos y la sintesis misma del
anticuerpo era menos ¢ficas. Factores expuestos ea las consideraciones
precedentes pueden estar implicados ea esto comportamiento,

El fraccionamiento total o parcial de los distintos componentes median-
te distilaminoetilcelulosa hace descender los valores de actividad de estos



fragmentos a un 80 % del inicial. El pasaje por la resina implica una phr-
dida o cierto grado de destruccibn de aminodcidos vinculados al centro ac-
tivo de la protefna.

Por otro 1ado, ¢l hecho de que 8010 una parte del material elufdo de
1a columna revele actividad inmunolbgica sugiere una probable vinculacibn
al sitio de combinacibn del anticuerpo.

Especificidad biolbgica y heterogeneidad de pbptidos de inmunoglobulines

Los modelos cbtenidos por electroforesis en alto voltaje permiten con
cluir acerca de analogfas y diferencias cuando ¢l material analisado per-
tenece a anticuerpos de distinta especificidad.

Las diferencias ea los mapas de pptidos, cuando se compard frac-
ciones Il y IV con sus anflogas de otro anticuerpo se mantuvieroa regular-
mente. Este tipo de diferencias, junto con el hecho de que estas dos frec-
ciones juntas eran las inicas que mostraban actividad inmunclbgica, refuer
san 1a hipbtesis de su conexidn con el centro activo de la molécula,

La heterogeneidad bioldgica, flsica y quimica de inmunoglobulinas ha
sido repetidas veces enunciada. La separacidn ea los tres tipos de globu-
linas inmunes si bien ha atemperado la confusibn, no ha aclarado la com-
plejidad de estructurs de estas protefnas (30).

Heterogeneidad en cadenas A y en cadenas B ha sido demostrada por
diferentes métodos. As{, por ¢jemplo, cadenas B analizsadas electroford-
ticamente en gel de almidén, Grea ¢ M 3 pH 7-6 (36), muestran slrededor
de 10 componentes bien separados, independientes de 1a movilidad total
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de 1a molécula. Estos mismos componentes se observan en individuos de
una misma especie, no detectbndose diferencias entre los distintos com-
ponentes; no estando por lo tanto estas diferencias relacionsdas con va-
riaciones genfticas individuales.

El hecho de gue cadenas B de globulinas  del misloma W,_ que
se considersn ;d%nticas a las cadenas B de inmunoglobulinas normales,
fueran analizadas por el mismo procedimiento y no mostraran tal hetero-
geneidad, descartd la posibilidad de un artefacto de thcnica (34-69),

Una probable explicacibn de estos hechos se ha inteniado al suponer
una sfntesis de cadenas B de protefnas del mieloma por un grupo relati-
vamente homogéneo de ctlulas derivadas de un simple clon, aunque resul-
tados que 1o confirmen no han sido comunicados (31).

Hechos similares a #stos se han ocbservado con cadenas A, exigiendo
ol anflisis de 10s datos que pretenden correlacionar estructura con activi-
dad biolbgica una extremada cautela.

En el anflisis de pbptidos por ionoforesis, la hltcrogen‘idu! en los
modelos obtenidos por la comparaeidn de fracciones originadas en distin-
tos anticuerpos, reducidos con borohidruro en presencia de firea ¢ M, no
necesariamente puede vincularse a especificiiad bioldgica.

En este sentido, un primer factor a considerar es la posibilidad de di-
ferencias atribuibles a variaciones genbticas individuales, en la medida en
que los distintos anticuerpos fueron sintetizados por diferentes grupos de
animales.

Dos hechos pueden, sin embargo, reforzar la hipStesis de su vincula-



cidn al centro activo de la molicula. Uno de ellos es la reproducibilidad
de los mapas peptidicos mostrando idénticos modelos cuando se utilizeba
el miamo antfgeno, sunque diferentes animales dentro de una misma espe-
cie. Esto podria descartar diferencias alotfpicas.

Otro punto a tener ea cuenta o¢ la actividad bioldgica medida por co-
precipitacibn, presente (nicamente en aguellas fraccionss que muestran
diferencias por el anklisis electroforético de sus phptidos.

O sea, en resumen, diferencias ea los ionogramas de las fracciones
I o IV, cuando cada una de ellas se compara con sus anklogas proveniea-
tes de otro anticuerpo, pusden no tensr significado fisioldgico y estar so-
1o vinculadas a 1a heterogeneidad o diferencias alot{picas de distintas glo-
bulinas inmunes.

Pero si estas diferencias, se cbservan exclusivamente ea aquellas
fracciones (II1 y IV) que muestran actividad bioldgica su probable vincu-
lacidn al sitio de combinacibn del anticuerpo puede sugerirse.

Actividad biolbgica en inmunoglobulinas y estructurs proteica

Como ya ha quedado expresado, la posibilidad de asignar a la estruc-
tura terciaria de las inmunoglocbulinas la rosponsabilidad de su especifiei-
dad biolbgica, ha sido descartada mediante experiencias de desnaturali-
saciln y renaturalizsacibn de la molécula con firea.

La eventualidad de que distintas combinaciones de las molbculas de
cistefna participen en la formacibn de las unicnes disulfuro, y mediante
estas mfiltiples combinaciones se exprese la especificidad biolbgica no ha
podido ser demostrada, manteniéndose como (inico argumento de esta hi-



pbtesis, la pbrdida de actividad por la destruccibn de dichas uniones di-
sulfuro (66). Mhs aiin ¢l dato encontrado por Fleishman y colaboradores
(36), acerca de que ea los fragmentos papa{nicos biolbgicamente sctivos
s0lo una unibn disulfuro entre los componentes de las dos cadenas so en-
cuontra aun cuando el fragmento total encierra seis uniones disulfuro, mi-
niminisa ¢l nimero de las posibles combinacienes a un valer de tres (06).

Los datos presentados en esto trabajo informan acerca de una ruptu-
ra y carboximetilacibn de uniones disulfuro de alrededor de un 80% del
total. Dada la diferente labilidad de la uniba digulfuro, 1o probable es que
esta reducciba incluya a la casi totalidad de las uniones disulfuro inter-
cadena,

La molicula asf tratads, o ¢l conjunto de sus componentes resultan-
tes, es incuestionablemente activa, pese al grado de destruccibn de sus
estructuras secundaria y terciaria,

Esta serie de considerscionss conducen & suponer que la especificidad
biolbgica de una inmunoglobulina debe localizarse ea el tipo y secuencia
de sus aminolcidos, que definen fundamentalmente su estructura primaria.
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CAPITULO V
RESUMEN

Gama inmunoglcbulina 7 8 de conejo y gama globulina bumana 7 S fue-
ron reducidas y carboximetiladas con borohidruro de sodio enpresencia de
urea 8§ M, y posterior tratamiento con &cido iodoachtico,

E1l anhlisis por ultracentrifugaciba analftica reveld que ambas protef-
nas habfan side resueltas en fragmentos que poseen una constante de sedi-
mentaciba de 1. 8 y un peso meolecular de 18. 000 para los componentes de
protefna de conejo y 19, 300 en ¢l caso de fragmentos de la globuling huma-
na.

La presencia de un solo pico regularmente simétiico en ¢l anklisis por
ultracentrifugaciba analftica de estos fragmentos, y los resultados del and
lisis de homogeneidad seglin ¢l procedimiento propussto por Van Holde y
Baldwina, sugieren que los distintos componentes son probadlemente simi-
larss en tamafio. El nimero de uniones disulfuro reducidas y carboxime-
tiladas, medido por la cantidad de S-carboximetilcistefna formada indich

una considerable reducciba de estas uniones.
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El nimero de residucs N- terminales encontrados en la protefna re-
ducids y carboximetilada, varias veces superior al total detectado en la
protefna intacta, sugiere un clerto efecto proteolftico por parte del agen-
te reductor. K hecho de que 10s residucs N- terminales de la molbcula
reducids y carboximetilada sean similares a los encontrados en la protef-
na intacta en pequefia dosis, puede interpretarse como que ciertos resi-
duos N- terminales no detectados en el anblisis de 1a molécula no tratade
sean ahora revelables como consecuencia del tratamiento a que fue some-
tida la globuline,

Dada la existencia de una sons menos "globular” que el resto de la mo
lbcula, sensible al efecto protecliftico de papaina y pepsina, los valores de
peso molecular de los fragmentos cbtenidos y ¢l anklisis de sus residuce
N- terminales ofrecen la posibilidad de localisar en esta sona "1bil" el e~
fecto hidrolftico del borohidruro de sodio;

Por otra parte, ¢l anklisis comparative de 1os pesos moleculares, y de
los residucs N- terminales de los fragmentos originados en la protefns hu-
mana y en la de conejo, dada la similitud general de estructurs de la molb-
cula en distintas especien, sugieren un ataque similar on ambas protefnas
por parte del borohidrure,

Inmunoglobulina 7 S de conejo reducida y carboximetilada, sogin el
procedimiento informado en este trabajo, es incapas de precipitar con su
ant{geno especf{fico, pero es un 60 - 70 % tan activa como la molbcula in-
tacta, cuando participa en un sistema de coprecipitacibn. La separacibn
de estos fragmentos en cuatro fracciones mediante cromatograffa en dietila



minosetilceluloss, reduce su actividad biolbgica, cuando se usan las cua-
tro fracciones combinsdas en la medicidn, a un 50 % de la actividad ini-
cial. De estas cuatro fracciones, finicamente la combinaciba de dos de

ellas revela un cierto grado de actividad; cuando se las mide a cada una
por separado gon totalmente inactivas.

Un anhligis comparative de 108 mapas peptidicos obtenidos de cada u-
na de estas cuatro fracciones por electroforesis en alto voltaje, con los
anbbmscorrespondientes a las mismas fracciones provenientes de otro
anticuerpo espec{fico, fub realizado,

Pequefiag diferencias pudieroca chservarse en 10s mapas correspon-
dientes a do3 de estas fracciones ¢ idénticos mapas en las restantes. El
hecho de que estas diferencias sean observables exclusivamente en las
fracciones que poseen un cierto grado de actividad biolbgico hace suponer
uma vinculaciba de las mismas al sitio de combinacibn del anticuerpo.

Finalmente la considerable destruccidn de las estructuras secundaria
y terciaria de la globulina inmune por accidn del borohidrure on urea 8 M,
pese & 10 cual 1a molécula retiene su actividad biolbgica, sugiere uma lo-
calizaciba del sitio de combinaciba del anticuerpo en el tipo y secuencia
de aminohcidos que forman la cadena primaria de la molécula,
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