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Jo= 15700 DCCION
SR

La existenci. 4@ euatro grupos sangufneos =n el hog
tre s bier conocid .y principalmente por su irportancia en lus
transfusiones,~- La aivisifn en estos euatro grupos depende de
1= presencia en los ¢l18tulos de las sustancias i y B (agluoti-é-
genos}, de estructura no bien detemminuda.- Lrio 0 azkos de ese
tos aglutindcenos pueder. estur presentes en los ;16tulos, o fal
talee

dexds el suero contiene las a;lutininas ue reaecig
nan com las sustancias ausentes en leos correspomdientes zlébue-
lose= ixisten, por lo tanto, cu«tro positilicades, como se ind]

ca en el cuudroe 13

Ll X
Contiene en ceaociona con suero de grupos
Gropo et
Gl8bulos | suero A B «B 0
aB wB - * * - *
A A /‘9 - - - .
B B o ’ - - *
- dﬁ - - - [

Y1 suere de un individuo del grupc ! es llamedo t.g
t1én anti-A porgque reaseions con los aglutinbgenos de una persg
na d6l ;rup0 ae~ FOr ruzones simjlares ¢1 suero de un individuo
del gTupo A 83 1l amaio antieBe~

1 gruco A Ly por 1o tunte el .B) pusde ser dividie
40 e sob-grupes (4 ¥ ap)



els

+glutininas para el rupc 0 existen exeepcionulmen~
te an humenos y en €l suero d¢ algunos animales (1,2) e~

4l mezelar ¢18bulos de un grupo bumsno con suerp de
otre puede haber aglutinaecibn 4e los primeros (¢) o no (=), se-
vén se auestra en ©] cuadro aaterior.-

Como 4 y/J son llmmadas también 1scuglutininas (en-
tendiéndose por isoaglutinine toco antieuerps aglutlnante produe
cido per material tomuaco de otro individuo de la misxa especie),
¢l fenlmeno de aglutinucifp de los 16tulos de un grupo bussno
por el sueroe de otro, s® conoce con el nosdre de isve;zlutinacidn.

+l sftodo de inriiicidn de la isocaglutinacién es frg
cuentesente eeplealn para deterainar la actividad serolfgioca de
las sustancias antigbnicus espec{ficas de los r£l8bulos (x)e=
basa ®n la prepiedad que tienen «stas sustencias de unirese a -
las is0: lutininas del suero, anulando de este coLo su poder a
clutinsnte .~

La téenica espleuda para detersinar la inkibicifn
de la isoaglutinaciln consiste en mezelar en una serie de tubos
solucibr amtigénica en cancentraciones decrecientes eon deterai.
Nns8a cantidad ce suero aglutinuante.« “rsascurricdae una rora a

temper .tura sablente, se sbide suspensilém de glfiules rojos bu-

- - S-S g gD -0 -  enad

(x) demls de estur en los z16buloa, existen sugtencius semejan-
tes en los te jidos, fluidos y secreciones de los unimales.- Tag
blén se “.«r enecontrado, espeelalmente con especificiiui ~, OB O=

tros matérialesg (pepsing, cucina del estbma,0 del eorio, etes) .-



2:n08 corr-spondientes. Lu #0zela 38 agita y despuds de dos hoe
ras 39 observu la fsougl tinaelln.- in sste cuso se han csadp
conocentraciones variublaes de an:{zero y constantes de svero, pe-
ro puede procederge a ls lnversa y usar coneentraciones decre»
cientes 4e suerc y constante d¢ ant{genc.- No s observarid aglu-
tinaclém en los n primeros tubos 7 s{ & partir del tubo nel en
adelsnte.- La explicscibn de este reaheo consiste en gus en log
n primeros tubos el ant{genc esti sn e:alidud suficiente para
anular el anticudrpo del scero.- iesde el tubo nel en ajelante
la r1jacién no es coampleta y queda antieuerpo libre, canssndo
la aglutinacifn de los :l8bulos.-

La titalacifn del suero se efectéa odservundo la a=
ylutinacifn en una serie de tubos en los que se mezclun concene
traciones dacrecilentes e suero con suspensifin de r16bulos.-

on el aflo 1947, Kmington, 5tillwell y :aansell (3)
constataron en ol alergeno de polve de hatitaciln por ellos pre-
parude, clertus semejanzas yuisicus con la sustamcis . obtenlda
por :orgen (4) del estlmazo del cerdo.- illo aid lugar a Gue se
ensayara la fnhibicifn.- Las experiencias se efectuaren detsrmie
panco le disminueiln de poder aglutinante de distintos sueres
prevoesda por la adicifn de una cantidad fija de slergenc.- Lna
comparacién cuantitativa con las sustaneiag especificas .y O
tel sistema C-mti-0 tumbién es inhibido) altamente purific.das
y eon la sustuncia especi{fica . menos purifieada mostrd (ue el
alergeno e:ple.ado presantizba 1,0% y 0,67 e la activid«d de las
sostancias A y O respectivamente y 26% ae la setividud de la =
preparacifa de b empleada.~



ofle

La propiedsd cde irnnibir la uplutinzeibr de ¢ritroe
-itos ha sldic cbservad. en otros extructos alergdnicos ;rep.fa-

dos 4 partir de variadas "aterias primas(§).-



Il ™

51 la accifn inhiditoria se debiera = la sustuncia
alergénica (x) misma 0 81 lle,ara a establecerse un peralelis-
®0 ontr;'la uctividad b3ol8glca y lu inhiditeriu (afn cuanco no
se hubiera demostraio su identidud) podria llegarse a egtable-
esr un método "in vitro"” para deosar €1 alergeno contenido ea un
Oxtr . ot0.= Lu ioportane a de esto €ctribu on .ue hasta la fecha
no existen métodes "in vitro” apropiados para tal fin.-

Kl presents trabajo ha sido realizaio teniende como
fines inmedi atos encontrar ona técnica adecuada pary efeetuay
la reaccifn y estudlsr el mecunismo y, en lo posible, las rela-

clone:z cuantitativas de la nisma,-

(x) 3e enomina alapgenc,zl ~xoitants de na reszoifn slfr-gi-
Ca.-i:03 alergznos incliysn alzies sustanmiss e N9 soOn ane
t{genos en el sentido or inario,ya ju0 el antigen. se define
coad una sistsacis gque introlucids gor vis perenteral provocs
la P-raaclsn e anticuerprs.y Jue os capas ¢ Peascionar coa
158 aaticuerpne,



fund amer ' ulmente g0 l.a emplesdo extracto de polve
de habitacifn.= rllo La sido wotivado per la mayor fucilidud
para obtener la muteria prima, su ¢o0sto reducido respecto de g
tras y la frecuencia de agientes sensibles,- e plensay, No =
obstante, uc los resultacdos obten dos pueden hLacerse extensie
vog a oxtracteos de otros muterisles, sin modificaciones tras-
cendentes,-

La téenica de extraceidn utilizada es, en 1fneus
generales, la descripta por Sutherland (€,7): el material se
extras en solueibn aleslina aébil (MEQOI K/100§ tambtién poe-
der. emple .rse NaOH N/100 § COgtlia 5f0), durante 24-48 Loras,
a baja *experaturae,=

La relaeid: peso ce materialevolumen de solucién
empleadxy 25 L1 2.= Una vez clarificado o1 1 wiic de extrae=
cién (prensado y filtrudo), se le agregu tengoato de socio -
(10«20 gremos por litro de solueifn).-

e acldifica eon aeldeo clorrfdrieco 136 hasta precie
ritaeidn totul del Geldo benzoleo (viraje del rojc congog pR a=
proximade 245), con agdtecibn constante.- il precipitade asf
obtenido a:sorbe la sustanoia alergénica de la solucién.- Se
deja en reposo 24 Loras en la heladers, 88 decants la mayor
parts del sobrenudsnte y filtra el resto, sepusrindose as{ el
precipitado gue se trata eon acatona pura, con lo ue se cone
sigue soluhilizar el decido benzoico.- Kl insclubley que contie-

ne ¢l alergeno, se separa y lavu con acetona y Zter ilegfndose



as{ a obtener un polvo gris-pardo, al yne se denouinari ea lo
sucesive LS5 GES [HUTQee

Paru posteriores purificaciones puede eopleurse ol
método de precipitaciones ern soluciones ucuosas de AcetoNdes

Bl alsrgeno brato se solubdiliza eor ugua destilada,
lNlevando a alcalinida con RaDH K/1C (reacecifn alecslina al pi=
pel de tornasol).- Para facilitar el proceso se disgrega el sé-
1ido con ayuda de un mortero.- Llevudo al volamen destado, 88
ajustu el pH a 7,5-8 y clarificu por centrifupucién, descartine
dose el imsoluble,- La solucibn se l1leva a 25 de «cetons e
volozene= il cabo 49 24 lLoras ge descartu el precipitado formag-
do y lleva el sobrenaiante a 75¥ de ucettnu.- Frecipita un sbe
14:0 gue 58 rzepura de lu solucibn después de 24 horas, lavlndo-
selo con acetona y fter.~ Elimlnado el éter, gueda un polvo yriss
RETo 70 0 ~L:aGENC Cit (o= “ambién €ste results ser sélo pare
clalmente solutle en arua alealina.-

Como ccneentracifn adecuada de las scluciones de ae
lergeno orudo, s8 usan diluciones al 1% (peso de polvo por w-
lumen de sclucifn), ! soténicas, u pli 7,68, por haber hallado
en la préetiea @til dicra proporcibn para los ensayos de inhie
bieién y cutirreascciones (8n este caso glicerinadas a1l 45%) .-

El extracto crude es suseeptible de ulterior purie
ficueibne= » tal rin se recisuelve parte del mismo y repreci-
pita con acetona 75%, llegando asf a la obtenciln de un polvo,
Li.CrsC pU 171 10y con une peyuehia parte insnluble én medio
ncu0s0e.- tste 881130 puede ser disuelto en el vollter de 1fe

quico deseado, de munera de obtener una solvcién bastante mis



concentr.da que las de uso corrierte.-

La esterilizacifn se puede efectu.r, y asf{ se ha
procedido en el presente trabajo, sametiendo las soluciones de
alergeno a baflo wurfa durante treints o cu.renta minutos.-

De la pareial insolubilidad ce los sflidos en agua
a pi 7,58, surgld la necesidad de averigu.r si el residuo ine
soluble cons~rvaba actividad *in vivo* ® ™in vitro", o estaba
gosprovisto de ellas.- Las sxperiencias en oste sentido se hie-
cleron scretienco a dbaflo de arud a S5-€C* C durante 40 minutos
ol s611c0 en solucibr esténlica 755 obtemido a partir del aler-
geno bruto, separando luego ¢l precipitado y truténdolo en la
forma ratitual.- Las prustas "in vivo" Lechas con las solucio-
nes del polvo asf cbtemido, no mostrarcn diferencias respecto
de las efectuadas con las soluciones de aler.eno obtenidio me-
diante preeipitucién ocon acetona a baja temperatura.- Otre ten-
to puede decirse de las reaceciones de inhibdieién.- in consecuey
cla el residuo insoluble puarece sor alguna impureza inactiva,
;00 ha sufrido un proceso de cemuaturaligaeibn, presunibleasn~
te por €] uagrejado de acetons.-

Es obvio gue en cada etapa del trabajo se constaté
la permanenaia de la actividad alergénieca mediunte pruebas por

cutirreaccién en sajetos sensibles.- Sirultinesmente se conse

tatd la presenaiz de poder inriditoric.-

£1 procedimiento gque se recosiendas €3 ¢l que se deo-
talla a oentinuaci8n.- . 61 se arridd después ce nuzerosos ene

sayos y as{ fueren realizadias las experieneias, salvo irdicaeiéan



en coatra.~

Se dispone en una graiills adeeuads dos series de
tubos que se e.rgun de la sigrients manerw de una aus;:cnai&l
1320 de eritrooitcs, extraf{dos y lavedos come 8¢ indica mis a»
delante, se coloca und Oty en cuadua unco de los tubos de ambas
series,.-

En la primera de las dos series de tubos 39 detere
mina o1 tftule de uylutiraeidn, entend:éndose por til, la mayor
d1lucién de suero yue produce aglutimacida de glébulose- . Com

da tubo de egta serie se apre, un custlPo gotas ue solucién fi-
$1018. 1cae= 58 agltia.~ @ aiiadern lueyo & exda ivro einco gotas
ée las diluciones correspondisntes C® su€ro.- ¢ _.yita no@vae
2 nte paru horogenel gar.-

Lua segunda ée las dos series servira para hallar el
tftulo de innibicibn, entendiéndose por tal, el titulo de uglue
tin.cién ouandio &l sis'ema se ha agreyudo alergence.= ¢ prepa~
ra sn forma anilopa a la primera, pere reezplszando una zots de
solucifn fisiolbgica por uha gota cel alergsno cuyo poder inhie
bitorie se desea probar.-

En arbas series o]l total de gotas agregaius a cuda
tubo asclende & diez.- in el caso de asreg:r mis de una gola
de slergeno en la seyunda serie, se disminuyen las de solucién
f1sioldglca, de manera que el woluwern final sea siempre de dle:x
gotag.- Esta nodificacién 38lo se hu heeho en c.asos especiales.
Eubl tualmente, y sal'm indicacibn en contra, se 'a tratajado

en la ‘orea sptes detallada.~

Prepara:ias umbas sérieg se incuban en estufa a 37¢ C



surante 15 minntog.~ :e retirun de lu misgza los tudbos y se cen=
trifugun on sinuto a milemil quinientas revolucioner por minue-
to.~ ¢ dejar 71 reposo 15 pinutos y se lean.-

Para efec'nar la lectura los gléiulos centrifugados
se resuspenden sedian’'e pna ugitacibn enéryica y su contenide se
examina bajo objetivo de roco aumento de un zicroscopio (8).~ Py
ra ®llo s2 coloca una zota de la snspensifn sobre aun portaobje-
tos ¥y se lleva éste al microscoplo.- il aparecer ygrupos de glfe
bules cuyo nGimero de ocompomentes &s diffcil contar (r.cizos),
ge die® ué hLay uglutinacibn fuertemente positiva (se indlgss
*r)e= 51 ge Observem grupos e pocos glétulos, se lee el tube
como positiwo (¢).- Kl §ltime positivo se tiene cuarde aparecen
NUmeresos grupos e dos y pocos de tres hezatfes.- :1 tubs se
lee cozo negutivo (=) si se observan todos los .l8btulos sueltos,
ningin grupo de tres y pocos de dos.- in casos de aglutinacidn
dudosa, 8® inclina o]l microseopic con sucavidad de zanera gue -
puedsn observarse los gl8bulos airavesar el cumpo lentamente y
distinguir as{ si los eritroecitos yue aparece: aglutinados lo
estin realmente,- En efste caso los grumos 8¢ deslizun sin dis-
gregarse,- No asf{ si los grumos son aparentes.-

Una vez llevado ¢] portaobjetos ual microseopio, la
lectura debe ser hecha lo mias rapldmmente posible pues de 1o =»
contrario la gota tiends u seearse eon ¢l conslguiente «sento
en la emcentracibn de susro, rasén per la eual puede. aglutie
nar.-

Resulta cdeoco esguenatizar el tralajo en euadros

como 01 sijuiente



QniiG 11
Las series Titolo 230 S8rig: Titulo
de aglutinaeién de inhibiciéa
Tabo ¢ o ] 12 2 4 5 6 7 8 9 1 ll!j
618baloss E(de B.A.) 1111111111 1 1
Saeros A 12 | - 5
se 12275 114 | 5
| L8 5 s
1; 16 f [ 8
| L 32 § 5 5
| 1164 s 8
1128 .
i s 2se :

nlergeno: Polvo de
habitacifn 1 §

- o e e =« 1111 1 1

Solueldr risgiolégiea 4 4 4 4 4 43 2323 3 2

Aﬂlﬂinui‘n [ o [ » - - - (pp ® o - -

Del Cuadro 11 se desprends que el suere ezpleado es
del grupo », probado centra glfbclos B.- Pura la primera gerie
50 prepareron seis tubos (numeradcs del 1 sl 6) cuyo contemido
se detalla en las coluznas correspondientes; en total 1C gotas,
de las cuales £ pertenecen a solucidn de sueroj de manera que
la dilueibn final ce suero es dohle de la que se ayregl.- agf
el titulo de a;lutinacién es 1,64 pues el tude !¢ 3 es ol §l-



tino positivo y en €1 se ha fa usgregu.o suero 11 32.- Por rae
tbn anlleya el tf{talo de inkibvicifn es 1116 yu .ue ¢l fltime
po:itivo ex el tudo X¢ § al que s hslfa agrega:o suero Li8.-

ienienco en cruenta la primera serie, a nedida yue
las diluciones de suero sumen'tasn, la cantidad de aylutininas
del uiszo va disminuyenio y as{ desde un tube m er adelante r;o
se observard .;lutinacifn.- e eonsidera cue en 6l §ltime tubde
que arlutina huay ana unldad de aglutininas.- ‘a los anteriores
habtrf 2,4,8 stec. (se usam diluciones ce suero dobles cada una
respecto de la anterior).-

si~specte de los sueros humanos aylutlnantes a uti-
11 zur pueden pertens2eer a los grupos A (2)y b () 6 0 (q’ﬂ);
se extrusn por puncibn venesa, en ayunas y se santienen en la
heladera hasta @] momento ie su uso.- Las dlluciones se prepa-
ran colocando en una gruaillae tantos tubes como illuciones se
desea tener.- @ coloca en cuda tubo una determinada cuntidaed
de solucibn fisiold; ica.- il primero se le afiude la misma can-
tidud de suereo y s segcluy hasta obtener una splucién homogé-
nea (suero 1:2); lu xitad de dicha solnocidn se pasa al segun-
do tubo y se procede en igunal forma (suero l;4).- ~sf se gl
7u® hasta scabar la serie (Suere 1:8, 1l:1€, L1 22, 1164, L 128,
11266, 11612, 1:1024) .=

Los glbbulos rojos (ABy, A § B) se cbtisnea por pun-
cifn en un dedo ¢ en el 16hulo de la oreja, preferentemente -
lejos de las comidas, reco;iéndose unas veinte yotus en un tu-
bo sobre solucién ﬁsiol&gica)por cada serie de lectiras a o=
fectnar.~ 58 lavan con solucibn fisiolérica (tres veces con



-]l3e

circo mililitros cada ve:) para eliminar totalmente ¢l suero y
evitar asf efectos sfcundurios no previstos.- Para desourtar
el sodio de suspensidn, después de eaca lavuio se recurre a een-
triiugar el tubo entre 3 y 6 minutos a gilenil guinientas rewvoe
luciones por xiruto y a decantar el gobrenadante.- Je aconseja
el egspleo de soluciones freseas.- uspensiones de 24 horas dan,
en ;eneral, t{tulos meénores para un determinado suero y el 1lf-
site de .glutinacibn no se observa com tanta nitidez eome cuan~
do 8¢ trabaja con gléhulos del éfa.- !m ninylir easo se congd-
ju usar suspensionas de mfis de 24 horas pues despuds de ese -
tiempo s¢ produce, a menudo, hexblisis.e

La solucibn fi1810l6;4ica BY9 debe tener su pil ajus-
tado B8 792=793.= Canviene usar soluciones de precaracién recien-
te.,- lon soluciones ¥nvejeci ‘as se observan resultados anoraée
les,.-

Por razonss de eoonomf{a s conveniente ,ue¢ los voe
1menes empleados seun lo mis peguedos posiblege 51 bien pueden
usarse pipetas graduadas al centésino, su manipulaciém resulta
engorrosa y el trabajo lento.- La als ebz0dp y ripido es wedlr
los voléwmenes per yotas, utiligando tubos estirados a modo de
pipetas, gue prodnzcan gotas peguefas (alrededor de veinte y o-
cko o treinta gotas por mililitro).- Ksto permite ghorrar natee
risl, punes cuda tubo de la determinueibr lleva en total dieg
gotss que equivalen a ©¢,32 ml., &proxisadamentele
1ol zétod

Fn el método ce titulacibn usado el punto rinal pue-

de estar ufectaio de un error 4de mhs o menos un tudbo, ¢ sea ~



100%.~ Una diferenciu de un tubo en ol tftulo de un saere de ue
na detersinaeifn « otra no si;rifica ue haya hubido un cumtio
real,-

Las det¢rminaciones que constan sn el presente tra
tajJo han sido efeetuadas nor doplicadd.-

La resccibn e aglutinacidn en la forza e fectuada,
con dilucionss de suero dobles una rezpecto de la anterioer, no
peraite wpreciur peguelios camnhios en la inhidilcifn.e Ko se acon-
s0ju @]l empleo de diluciones sucesivas eon un factor senor yue
Gosy como 30 usd, purs sumenta el trubajo no logrindose aejoras
alyuney ya que 3¢ observan varics tubos consecutivos en gue el
grado de uglutinaeiln es pricticaente €l misao, de zodo que -

subsiste una indetarminacifn semejante.-



FaPa observar la influencia de la cantidud ue glifbu-
1oz or la iohibicibn de 1la isougzlutinacién se efectudron ense=
/08 varian.o la conesntracifn de los miszos en la suspensibn, s
aleryeno constante.- Freviagente se estudid el tftule aglutinam-
te Je un detersinadc suero freate . cuntidades verisbles de glé-
bulos, comstatiniose (ue no sufre zocdificucién, dentro de los

1i{zites usados (luadro 111).~

B o ' o
| Sueros grupo 4 Suero: grupo A
l G18buloss grupo P (de Lede) i Cl6buloss grupo & (de Beas)
Concentraciéa | concentractéa | .
re atﬂa de | 1{tule de i r; gtilza de T{tulo de
ules '18bulos en
L sus ‘ aglutinacién iu suspensiéa aglutinacién
final x) | | final ;
—_— 4|,-4- JE ,_,,._,‘;.,,___4_ et e ___I+__._ —.
11 400 ‘ 11612 1s 400 13128
u2o | lelz . li200 1 266
11 100 l 1 512 | 13 200 L2856
11 50 l 11286 | L &0 | 11 266
| l L 26 J' 15286

(x) Bn esta ©scala 1;1 eorresponde a una concentracifn fgual
a la de la sangre noraal.s

tn foraa analoga se varid la coacentr:cibn de glé-
bulos on las experiencias 4ue g8 resusen en 6l sisujente cue

¢ro (Cuagdro iV).e
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(UL RO 1V

S aeros grupo 0 ke 10118

Glébulom grupo ~« (de R.B.)

Concentracién relativa de T—it;i; de ___w;li’itulo de

glftulos en la suspensién aglu'inacifn inhibicifm

flod (0 )

1s 2000 1;: 2048 1s 268
1: 400 1: 2048 1288
13 200 11 2048 1 512
130 | s 2048 11286
L L2048 1: 256
11 20 11 2048 11 286
1320 I 1; 2048 ) 1: 266

(x) kin esta @scala 1:1 corresponde a uns concentracién igual a
la de la sangre normal,.-

De las pruebas rewlizwias resclts que los titclos
@9 sglutinaciln e inhibicibn son independientes de la cantidad
de gl8éulos, dentro de las concentraeiones ensayadas (desde
1620 a4 1232000) .~

31 la cantidad de glfbulos es escusa, la lectura
se huce dirfcily si es muy @levada, ¢ hace engorrosa por lo
confusde.= H& resultado Sptimo el empleo de una suspensibn final
de eritrecitos 13200 (e¢s decir :gregar una parte de suspensién
de glftulos 1120 y llevar a velumen rinal diez).- Fura Cusos
en _ue taya muy elevado nfmero de g 1l8bulos en la suspensidn,

$6 gana en cowocdidad, sin ue 30 observe alteraecibn de tftulos,
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si en el zoaento de :fectuar la lectura se diluye con solucibn
f131018:1ca.= 1 @) rémero es por ¢l eontrurio, escaso, invedias
tamente untes de leer puede dec:ntarse la zayor parte del sebre-
nadsnte y agitar lnego para tomar enseznida la gota cue se 1lle-
vari al portsotbjetos y observari al microseopio.e-

2.- £

En 1o sue sigue se denozinarb IKHILIs. & la sastane
cla regponsable de lu inhibicifn ce la fsoaglvtinacién, cue se
encuentra on el alergena de polvo de Lubitaelifn (y en otros a=
lergenos) (5).-

50 extudl® la eantided de alergeno necesaria para
inhibir la f1soa. lutinacifn de una zisua cantida: de z18bules
rojos en trureién de la concentracibn de suero, encontréndose u-

na relucifn aproximadsmente lineul, como se ve en el Cuadro Vi
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T{tolo de aglutinaecifng 1 512

Glétulos rojoss grupe B(de A4
%e) i1lle finals 134200

8 1PNAT, LI )
aeros grupo O v 128B7E o Suero: grupo 0 Ne 12998
T{telo de aglutinaciénil; sl T{tuleo de aglutinacibn: 1:819<
Glébulos rojoss grupo .b(de.. Gl8tulos rojos: grupo iE(de A.
8.,) Dil. finals 13200 ¥e) Mle flnals 13200
e relativa del innibictln| |mel velasite del | inbibcisn
alergo (x) alergeno (x)
. nw | wus L 10 1 64
1320 1: 1¢ 1L 20 15 128
L © 13 32 13 40 11288
1§80 1 64 1:80 1: 258
| 14 160 11128 1: 160 112048
L 13 320 13 266 13 320 1: 2048 .
Saeros grapo O N 12889 Seere; grapo B B

. Concentracién fi~|ftulo de
:Llr;:nlztt:; del |inkibicién

L2o 1: 16

1: @ L 16
180 1: 32

13 1€0 ; L €4

13 320 L €4

11 640 1128

11 1280 1256 J

™{tule de s, lutinacibn: 132048
Cl8bulos rojoss grupo (de &.kE.)

i1le finals 13200
Concentracién fi-| T{tcle g
1;1-1‘ ::::t% ;)l del | inhibilei |
~he T nE
I L4
1120 13128
| L 40 1: 128
1: 80 13286
1; 160 1: S12
1 320 1; 1024




(x) Para efectour estas experiencias se pre;ard una solvciéa

de alergenc de polvo Ge Labitacifn weinte veces mas concem=
trada que las cosunmente empleudas, obteniéndose u partir de
ésta dilucicnes 112, 134, 1t8, 1116, 1122 con las (ue se tra=-
uajbe.- Se entiende por coneentrucién final relativa de alergeno
1310, ona parte dé alergenp cancentrado #n 1¢ de suspensifn fi-
nal.- La coneentracifn relativa finaul de alergeno 11160 corres-

ponde aproxicadamente 4 la concentraciédn de alergenoc en las ex-

periencius corunesg.e

Bs sablido que ¢l ccmplemerntc @s uno de los componen~
tes del suero relativamente termolibil, destruyéndose en pecos
2inttos a 54=8€% C; puardado el suero en las me jores condioios
nes durx pocos dfus.-

5@ ha comprobado gue en las reaccionss de inhibicién
pusde usurse suero después de un tiempo relativamente largo (dos
2€368)y si 86 lo mantiene eatéril, a buju toxperatura lo que
Lace presumir ¢ue el complexento ro interesa en dicho fendmenc.

Para eouprobarlo de uns zanera directa se calenté
el sperp durunte vna hora a 68 C, condiciones en gque se dese
truye el complemer.to.- Después de este tratuaiento no se obser-
va modificucién on la relacién entre el &ftulo de aglutinacién
y el de inhi:1cibn.- #n algunos casos $¢ encuentra yue aabos
estin disminu{dos.1lo cual se atrib: ye u uns parcial destruoe
cibn de las sglutininas.- e camsignan dates gueé apoyan lo ane
torior en el Cuadro Vi



L0 VI
T{tule de aglutinacién|Titulo de i ibld&llﬂot
1§ )

wero Cl8bulos

aln sin
jealentml' calontado calentar ealentado ol
a(€564) E(de Cb) li 82 1:856 L 16 1.8
A(7409) i(de L) 1ls 512 1128 L2566 1164 (2 2
1.(51741[ de ) 1:856 1: 32 { 1:32 lise 8
(x) La relacidn esta dada pom W“gﬁh
tale de inhibici
Qo= Lo

Danysz observd yue enurdo & una eferta cantidad de
antitoxina diftérica o tetinfica se aulade una c.atidac eguivaleg
te de la toxina eorrespondiente en una sola vez, la zezcla re=
sulta no t8xlex, pero si la misma cuantidad s¢ anade & intervas
lcs, la pezcla final resulta téxiea.~ ial fenSzenc se conoce
bajo el nomtre de Lfecto [anysz y se debe a que, en e¢]l segundo
caso, se¢ fo: xa irilcinxlmente, al efectcar los primeros ajrege~
des, an reorplejo con una mayor proporeién de .ntitoxina que la
necesaria para la neutralizacién y que no es capaz de reaccio-
nar con la rnueva poreifn de toxina afladida lueyO.-

Para estudiar un posible efecte Lanysz, 9%¢ hicieron
una serie de ensayos de¢ la siguiente maneras se¢ Jdispusieron -
cinco series de tubos.- Lu primers sirvid pura determinar el
t{tulo de 2xlutinucibn.- Una vez colocadas las diluciones de
suero se agrezd a las euatro restantes caatro gotas de alerge-
no, de la siguiente maneras

Serie 2a.:1 5e =gre_arom las cuatro gotas de nuna s0la veg
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2rieo 3a.: 5@ ugregaron las ecuatro gotas en dos veecess dos
gotus y dos gotas, inoutando los tubos entre sm~
bos agregudeos dursnte & mirates a 37¢ Ce-

Lerie 4a.1 Se :gregaron cuatrc gotas en treg veces: aunu gota,
una gota y dos gotus, observinde la misas téenieca
que para la serie tercera,-

Serie Su.: Las cuatro getas se¢ agregaron en cuutro veees:s ulha
gotay vns cotay, una gota y una gotauy, en las mismas
condiciones de lus series tercera y cuiurtue.-

Finalmente se completd con solucién fisiclbeica la
sorie testigo, se agregd a cada umo de los tubos una gota de -

suspensifn 1320 de eritrocitos (grupo A), se incubé cuince mi-

natos a 37* C, se eentrifugd cuda tubo un =minuto a mil guinien~

tas revoluciones por minuto, se dejd reposar quince minutos a

tenperatura smbiente y se efectud la observacién micrasebpica

con los sizuientes resultados:

serie 17;: I{tulo de uglutinacibn; L 256

» 20 T{tulo de inhibiciéa: 1116

" 38 " " » 116
LAY I " - " 1: 16
LI - I . " " 1s16

Ko se observaror. diferencias en los t{tulos de inhi-
bicién de las cmatreo series, lo gue elimina la posibilidad de
existencia de Efeecto vanysz en las eondicioneés ensayadss, Jue@
son las ntiligzadas normalmente en las experiencias a este rep-

pectoe=
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Uina experiencia previa indicd que la inhizina no
es adsorbida por los glébulos, como podrfa suponerse por simi-
M tud con otros fendmenos de inhibicién (/¥ por e jemplo en el
casd de anticuerpos Rhee

La expariencia fu€ efectuade. de la si-ulente maneras
se mezclaron quince gotas de suspensién 1110 de glébulos en soe-
lueidn fisiolépica y guince de alergeno de polvo de habitacién
1%.= Se centrifugl y serar8 ¢l sobrenadante (S).- i los glébu-
los se agregarpn ireinra gotas de solucifn fisiolbyica.~ Se &
gitb, centrifugd y decant8.= So procedif en igual forma hasta
laver cuatro veces los glbbulos.- Lespuds dal cuarto lavado,
se snspendieron en quince gotas de suers fisiolfgico (Saspene
s18n de glSbnlos tratados) y se efectuaron las siguientes expe-
riencias (con la téenica usual)s
a) 2 gotas de suspensifn de glbbulos tratados ¢ 8 gotas de sue=

ro aglutinante.....fuge agiatinacifn.-

b) 2 gotas de suspeneidn de glSbulos no trataios ¢ B gotas de
suero aglutinante (testigo)eeeseofube aglutinacifn.=

c¢) 2 gotas de susjensifén de glfbulos no tratados ¢ 2 gotas del
1{quide sobrenadante (S) ¢ 2 gotas de suero aglutinantesesee
No hube aglutinacifn.-

d) 2 gotas de suspensién de glfbulos no tratados ¢ 2 gotas de
solucifn fisiolfglica ¢ 2 gotas de suero aglutinante (testie

€0)ees«olubo aglutinagifn.-
Se desprende yue la inhibina no fué absorblda por



los glébulos rojos y que, por el contraric, yuedd en el sobre-
nadante,~ Est@ regultaro estd de aguerdo, por otra parte, ccn
el hecho d¢ gue la euntidad de inhibina necesaris para inhibdir
on una detersinada m™aceifn no aopindo de la cuntidad de glébue
los y s{, ea cambio, de 1u coneentracién de suerc.-

se estudid, entonces, eon ¢l fin de selarar en lo
posidle el mecenismp de la accifn inhidbitoria, la distridociba
de la inhibina en el gistemu, del siguiente modes
A) En la zonc de inhibdbicifn.-
;) bn la zona donde ray «rlutinacién (es decir inritina imsu-

ficiente para iahikir).-

+) In.la zone de inkihiclfn

¢ preparf an tube comtzniendo:

ulbbulos Ay de Rele (1320) 1l =l
uere Ey Bt 101€4 (116,4) 048 al,
alergeno de polvo de huiitucibn 1% 2 w=l.
;21ucifn fisioléiica B Y- P 1Y

Totals 10,0 nl.
resulta una dilucién de suero 1l 128.-

For una experiencia anterior se¢ conocfan el t{tolo
de uglutinacibn (13256} y el de inhibicifn (L1 32).-

e ifneubd =1 tubo wntes detullade guinee rinotos a
27¢ C, g0 contrifugl y leyé pasados uince minu‘os durante lps
cuales se dejd « terperstura ambiente.~ .al como s¢ suponfa por
el ensayo previo no se observd sglutinacién.- volvid a centrie
fugarse el tubo y se decanté el sobrenudante (Sobrenadante 1).-
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Los ;18bulos fueron lavados dos weces con solucifa
figielérica y suspendides en un nililitro ae solucifn 1sialée
i1cag con €llos se determinbd el tf ulo de uwzlutinacifn del sue-
ro repitifndome e duto entes hulledos 1:26 o=

El sobrenadnte 1 »8 concentrd a /10 del volumen
a balo marfa, ton 10 que 8 destruyen las urlutininss del sue=
ro.= Despubs de cenirifucar para @liminar el preeipitaad origie
nudic durante ¢l calentamientc, me espled cste golrensi .nte en
una mueva experiencia (en lugur ce alergenc), de la siguiente

ganera ( volumenes er, dfcimus '@ mililitros):

1¢ Serie 2 Serie (testi;o)

Gl8bulos » (i) | 1 1 1| |clbbules «(Li20) | 2 1 1

‘mero b 131,6 | 1 Suero E 111, | 1

| 11 3,2 1 11 342 1

| 11 €44 p | 11€44 p |

jobrensante 1 (x)) 8 8 8 alergeno 14§ A 2

~glutinaeifn > = 5oluc.fisiol’ 1lea | 6 € 6

T{tulo Lls | .rlutinscibn * - =
J 7 tulo 11 16

21 alergeno empleado en la serie testiyo fué some-
tido con aterioricdail a 1gual tra amiento que el Sebrenadante

1 (bafic marfa), pero sin conesntrar.-

e

(x) Oecho partes de e.te sobrenadamte correspenden & d0s de alef
gono pues el tubo inieial contenfa dos part-s de alergeno en -
diez y ful concentrasc a oche déeizes Je su volumen.~



Una vez lefdos los tubos de la primera serie, se@
coentriuyd ruevamente el tercerc (negative), se separd el so=-
rrepnadante (Sobrenadmte £), se lo cencer'rd a /10 de su vo=
lumer, s¢ lo centPiiusd y expleb pura efec’ uar otra serie anfe

logay yue dib los siguientes resultaedos (vellmenes sedices en

.otus)s
1¢ serie 2* .erje (testiye )

Gl8tulos A (1420) |2 1 1| |Glébulos 4 (1s20) |1 1 1
Suere b 13 1,6! 1 Saero B li1le€ | 1

113.2; 1 : 11242 1

L16,4 1 11€,4 1
dobrenadante 2 8 8 8 'Le.,lergeno 1% |2 2
+glotinaes &n ¢ = = |solucefsiolbeica |6 6 €
Mtalo | Li1e .flutinsetln | - -
- 74 tulo B 1116

sn la Serie control se usbd aler,er.o sometido dos
veces a culen'smiento, tal como el soirenadante Zee
lLos datos de lu experieneia se pueden rescmir asf:

(Cuadiro VI1)s
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Wi VI1
T{tulo aglutinant® G981 SUCTDeccecscccovesscocesccvscsroels 256
Tftulo de o lutinacibn con ;18Mulor tratadoBeececse seeeols 256
tftulo de i1nr.ibicibn cel suero cc:. aleryeno de
polvo de Laritacidn 1 ¥eecevcoscoceels 32
LA " de]l suere cco:. sobrenudante leesssecels 16
" n ” del suero con aler enc 17
sometido o calentumientoececsccsceels 16
© » @ del susro cou Sobrenadnte Z2eeseeceels 16
n o oon " del suerc eor alergeno lf so=

motivo 2 veces a calentimimtOeececels 16

ve @stos duto® s¢ concluye ue on li zona donde
Lhay inhiticifn, la inhi ina no €s adsortida por los 18rulos
y queda en &l sobrenudarte de donde s la roqape'rd por calene
tamiento a 100* C, sienio la recuperseifn aparentements come
pletas~
b) b ld zemu dende Loy aslutinacifn.-

se determinaron los tftulos de aglutinacifn e inki-
ticifn de un suerog doﬁdo el primero li12F€ y el so undo 13 32
con alergeno de ;olve de hakitacifn 1%.= e preparé luere un

tuko con tules proporeione- yue resultara de .glutinucidn posi-

tivas
G18bulos A de ReBe (1l3120) 0,6 mle
Snero v 7510 (1:11,€) 0e6 nl,
Alergeno de polve Je habitacifn 1% 1,0 al.
s0lucibn fisioldgica 320 nls

Totals 5,0 ml.



esulta swero dilufdo 111C.~

vespués de incubar, cectrifupzar, @te. en 1u forua
acostuabrada se leyb al microscoric: Lubo aglutinacifn, tal co-
20 s¢ prevefa.~ Volvid a centrifegarse para sepurar los glédu-
los del sobrenadante y éste se separb e dos partes.- Con una

de ellas se preparf la serie sf mienta;

Glftules 4(1:20) | 2 1 1 1 1 1 1|
I
!
|

| Snere 1:1.6 4 ) §
Lae | 1
1 16,4 | 1
1:12,8 ' 1
11285,6 1
LsL,2 1
v ,
obrenadante 1 85 5 5 & & 5
olueién fistolfdea | 3 3 3 3 3 3 3
o ‘ > i ;f _’ [ 4 | 4 - -
e B

5 obg®rva qu_:el “-_grog#de de sébronudmto no ha tg
nido efecto sobre la aglutinucibn.-

La otra porcifn de sobrenadante se culentd a bvado
marfas hasta reducir su volumen a 8/10 del iniecial y despube de
centrifugaso se usd para reemplaszar la inritbina er una serie de
todos



| G18talos 4 (L20) |1 1 1 1]
Tmero  nL1,e 1 T
,? 1: 3,2 1l
" 1:6,4 1
1:12,8 1
 Sobrenadmnte 2 208 8 8 8
~flutinaclén (e o+ - - |
Mals . L |

Se volvib a obtener un t{tulo de 1;32, igual a1 tf-
tulo de inkibicifn obGenido al principlo.-

istas experiencias sugieren que en la sona donde la
inhidina no ¢s suficiente para inhibdbir la aglutinaecién, M sulta
sae n~ estd libre, seglin lo corroboran los ensayos con lu pri-
wera porcibo de golrenadeante y adechs ¢ue la inhitina puede re-
cupararse cel sobrenadante por calent:miente, aparentezente en
su totalldade~
6o

m“‘\ Ll'. I:m Ii]h P

% mezeld suero aglutinante y ;l8bulos correspone

dientcs, incubd & 37 C durante 1€ minntos, esntrifugd y leyé
a los 15 minutos.- il t{tulo de aglutinacifn 418 112856.- 50 a-
gregb inhidina y agith en el agitador c¢e Kahn por 15 minutos.=
'® 1rual wenera se procedid con la serie testigo, pero agregane
do solucibn fisiolbgica en lugar de alergenc.- Ambas series se
centrifugaran y leyeron u los 1f minutos.-

No se observd variacifn en el tftalo uglutinante,



lo que prueba que la inmhibina no Sesaclutina 1os #16tulos .=
70'

S:ponfendo una interasccifn entre o o/y/ e 1(inhg-
bina) como se desprende dé las experiencias anteriores y sabien-
de que 4 no es absorbida por los ylbtulos, resulta de interés
avwrigonar st la i se flju a los glbbulos aglutinadose.- }ura @
llo se prepurd on tado ée la sigulente formas

ulébulos & (1:20) 0,4 ml.

Saero O, H* 108574, 1:16,4 Ce2 ml.

solucibn fisioléeica ___ 3.4 8l

Total 4,0 =l.
esulta suere: 1i178.-

38 inecubd 15 minutos a 370 C, centrifugd y leyé
transeurricos 15 minutos a tempsratura ambientes hutio fuerte
aglotinacifn (+¢).-

Por una experiencia previa se conocf{an o1 tftule
4 aglutinaeifn del suero (131024) y el de inkibleibn (1:268).-

]l tubo preparado, una vez lefdo se centrifugd; se
separd el sobrenadante y lavaron los glébulos dos veces con so-
lucién fisiolb;ica.- Unu vez lavados se 1es wgregd 0,8 ml. de
alergenc conpletando ¢l volwaen a 4 ml. eon soluiba fisielé-
glcae= 58 a;1t8 £ minutos er €l agitador de Kahm ¢ incubé 18
minatos a 27 C.- 2 centrifugb, sepuard la mayor parte del go=
prenadante (sobrenadante 1) y leyd degpuds de 1f minutoses «une
que hubo mareada henblisis, se pudieron observar los glbtulos
aglntin 4o se=

£l sobrenadunte 1 se dividib en dos partes: una de



ellas s® asbd tal cual; la otra se saretid o hafio zarfu durante
10 ainutos; co: ambus se prepararon las siguientes series (I y
11)s

ahellis T SERIE 11
[G18balos . (1:20) [1 1 1 1| [clbbulos A(Li0) | 1 1 1 1
Sero 0 16yl mero 0 Ligya | 1 f
| lidz,8 1 ‘ Liz,s 1
’ 11 26,6 1 L 25,6, 1
| 151, 1 18,2 1
‘sobrenadante | Scbrenadsate cal.
ital eual ¢ lilo min.a 100® C J‘s &8s
.glotinaciéa by o p - i;LA;_:lu Hnacifn  |er o ' -
1ftale flo " L2se |

De uouerdo a los titulos obtenidos toda la inhidina
quedd aparentemente en el sobrenadante 1, sin que se observera
interaccifn entre ¢1la y las aglc ininas: no rubo fijacin de -
intitina a los glfiules aylutinudos, ni elucidn de aglotininas

de éstos ul sobrenadante.=

8.- i

Los resultados anteriores parecea in:iicar gue el fe-
nboeno de inhibicién se debe & uma interuceibn entre las agluti-
ninag y la sustaneia 1rhiblcorae.- L0mo la aceifa tnhibitoriu se

manifiesta Lanto frents o le oclutinioa 2 comc alad s se tre

tb de deterzinuar si ambas especificidades son independientes.e



Con tal fin fueron planeadas una serie de sxperien-
clas basadas en que, si ambas especificidades nc son indepene
dientes, puede pensarse que una £ispa euntidad de inhitina ma=
nifieste distinta poteneia freate « uni aisme cantidad de uglu-
tinina 4 , segln 6:ta 3¢ halle sola o on presencis de srlutie
nina /5 (y reciprocunen‘e),.-

Las experienciag o0 llevuran a cabo determinando
los t{tulos de aglutinacifn e inhibicién de sneros de ;rupes -~
Yy ty cada une por separado y luego en la aezcla de ambos 6 =
c.ntidades equivalentes ragpecto de las azlutininus (x) .=

Los resultados figuram en ¢l Cnedre VIlIs

(x) Usualmente se oonsidera que hay uvns unidad de aglutininas
on la f1timwa dA1lueibn de suero gue presenta aglutinacin.- n
estus experieneius los tubos de cuxia seris tenfan fgual cantie
?’ina)d. arlutininas o/ qoe do/.‘: (en caso contrurio =8 especlie
Ca) o~



(2)
(3)
(4)

CUALRC VIIX
[Experimncia G16bulos | Tftule {tulo de selacién
saere ((~sde GF
Ne B de B: uh*ir.aei&\ inhibiciéa | Ta/Ts
1 |aazeea) B | ness | Lm s
8(123093) A L 612 L2 pT 3
arB(1) k 11 512 . Li32 16
AR “ | 1: 5812 | 1: 32 ! 16
2 A(1421€) B , L 512 i 1164 | s
H(1412€) A Lase | L= | 8
wE (2) : 1: 612 i Les | 8
A A 1 812 '| LBes |8
3 4(14152) L1 64 | 1132 2
B(14116) A 11 256  Lize 8
sk (2) b | Liea 1a 32 i 2
AvB A | Liz2se | - -
S AR . . o
| . A(12978)| B - 1: 512 11128 P
B(13993) “ 111024 11128 8
Avi (4) B 1: 2024 11266 4
S LU T . O L .
(1) La mezela contiene ena parte de suero A y dos de B.-

La mezcla contiene una parte de¢ suero B y dos e a.-
La mezela contiene una parte de suero A\ y dog de De-

La mezela contisne una parte de suero A y cuatro de B, M

esta experiencia las cantidades de smero an la mezcla ne

son eguivalentes.~




Tante el titulo de sglutinacibn camo el do inhibie
cibn en @] caso de lu mezcla han sido censiderados respecte del
suero aglatinante presente en la pisma,~ Ej.1 on la primera ox-
periencia ¢l Gltime tulo positivo frente & zl8tulos B conternia
2,5 partes de ciluveiln 1s2SE do suero B y 5,2 partes de dilue
eibn 1:1£8 de suero .. en volumen final 10.- L1 tftule . :lutde
nante de la mezcla respecto de glébulos E es, por lo tante,
116125 y recpecto de glébulos .. es 11612 ya snc ol 1ltimo posi-
tivo conten{a C,F partes de susre.d dilufco 131128, por 1C partes
de volumen final,-

Como puede concluirsc de e@sxtag oxperienciag, la ine-
Libina aparece como poseyendo dos especificidudes independien~
tes, ya que los tftuloz “n la mezcla no @ han =odificsdo res-

pecto 4o los t{tulos de los sueros alslados.e



%1 alergeno de polvo de habitaeibn, obtenido segfn
la téenica deseripta por autherland, fué sometido a la acciéa
de distintos reaotivos.- 50bre las fracciones obienidas 88 werie.
f1eb 1a permanenoia o desapericifn de lu propiedu’ 1nhibitoria,.e
Desconociéndose la naturaleza gquimica de la inticina, sirvieron
de gufa en el presente trabajo varias puklicaciones anteriores
sobre purificuoibn y fraccionamiente de extractos slergérieos
40 orf{genes varics.- Paralelamente u la reaceifn de inhidbicibn
se hMleleron pruebas in vivo (reacciones ontneas, pura deterui-
rar si exist{a correspondencius entre el poder intibiteric y la
acti~1d.d bielh ica.-

l.,- ¢

A ana solucifn de alerreno cruidoc de nolvo de hakhie
tacién 1% se agregh acotonu, lepitamente y ._gitando hasta una
concentraeifn de 75V, ce calmib en bafio @ agua a H=568 C,
.arate m9dia hora.- e eentrifugb, desc.xrtd el 1f;uiio sobre-
nedante y lavd el preeipit.do dos voss eon acetena pura y lue-
20 con 6ter.- Una vez eliminado ©1 &ter, ¢l polvo se extraje
con &N /100, se ajustf el pli a 7,57 con Cli N1D y »e llee
vd a solucibn 1soténica (volumen 1;ual «l inleial pars poder e
fectuar comparaciones) (Sslueifn 1).- Lna parts de la solueién
as{ obtenida s destinb s pruebas in vive; pars elle se ;lioce-
rind al 46%.- Con @l resto se sfectuaron pruebas in vitro, usape

310 como testigo aleryenc de pelve de hubvitucifn no somerido al



tratamiento descriptol= Los resultaios pueden verse en el Cuadre

IXs
Qialsi0 IX
Suere G16tulos| i t.de a;;ll:tmadﬁn] ;\lergonol‘n t.ae inkhibicifn
" isin tratar us
E($€48) | A(de CB) 1: 128
jolnece 1 118
sin tratar ! 1:266
'0(10674) | ~(de OB) 11 1024 1
L - soluee 1 |  Lizee

9l eua.ro s deduce gue per calentamiento del aler-
.er.0 en medio cetfnico 75f a S-E5 ( durante media hora, no se
destruye la inhiiinu.~ Las pruebas in vivo hechas con el alere
JoLO tratado no acusaron difereneias regpecto del extracto ori-
Anale-

coccncgpeccecs

Para reali zar los posteriores ensayos =@ utili:zb ax-
tracto de polvo de habitacibo al 4%, as! preparados £ gramos de
polvo erudo cbtenidos mediante ¢l wétodo Sutherland se solubi-
lizaron en medio ulcalino durants 24 Lorus, se agreyd .guu des~
tilada, ClBa hasta fsctonicidad, se ajustbh el pi, eorpletd el
volumen & 80 zl, y f11trd por flltro Uveitzes Una parte se llee
vl hagta 487 de glieerina y guarcd para pruebas por cutirreae-
eibn.-

2.-

ctone, Harkavy y Brooks (P) traturon de aislar o
-] ménos purifiear en lo positle ol alergeno de polen de ame



Lrosia trifidae= iina veg dlulizeio el 1fsulco de extraceibn die
recta, sometieron al 1f,ul o e 1511818 « la 6lirinacién sis-
tem’ ica de varies cocponentes proteicos mediante la accibn de
agentes precipitan‘es adecnados.= (omo conclusibnsde su estudlo,
arribaren a las sivaientes

Después (e dializar extracto acuoso del pclen citee
do, aprorizarenie la eit*ad de la sustancia activa aparece on
el 1f;ulio de dialis!s.-

Sometido parte del 1fjul.o de Jiflisis a la acc:dn
el calor, o vari su potancia alergénics en pruebas cutiness,

Por aceibn del &cido tricloroacético aparentemente
any pequeiia ean 1dad o ninguna ¢ sustaneia alergénica es pre-
oipitada por dicho &ecldo,-

21 tratariento con %cido pferico separd pequefia ean-
tidad do sllido.- il sobrensdunte no ofreeid caabics en reac-
clones ¢:iireas regpecrto del testigo standard.e

El Gcido rosfoténgstico precipith el principico ag-
tivo.-

Para averign.r 1la influenclia del &cido tricloro-e
cétice sotre el extracto de polvo de habitaciln se procedif do
la siguienie saneras se tomaron & ml. de la solucibn al 4%.-
Con agitacifm constantes se agregaron 2,¢ ml. d0 solucibn de
CB4=000H ul 2.~ Darante 24 horas se dejb cn la heladera
(ph <1l,2==aznl] de tinole=~y importa para camprodar quée el alere
geno no s2 inactiva en zedle &1do).- iubo peguelia emntidad de
precipitado fino, colore«do.- Lna ves separaio #ste precipitas



g ad

do por centrifugacibn, s lavd el sobrenadante eon sucesi vas
porciones ge éter hasta que sn pk alcanzh el valer e 7,f (so=
lucifn 2) .-

;e 1a solucifn libre de tricolorowé:ico se separd
ana parte y glicerind 1l 45, guardindose para resceiones in vi=
vo y com @] peatp de la sclucibn e efectusron reasseiones de
inhibicibn jue dicren 1los result.dos wue sa cansirnan *n €l Quas
dro X.-

£] preeipitado separads (10 mg., se lavb tree veces
eor acet@ana y luege corn éter.- Bliainsdo ) fter se 10 solutie
1128 en KalH R/100, 28 dejb =4 horas u ha). temperatura, se llee
vd u zolueifn tsotlnicu, 36 ajustd el pH 4 7,58 y coupletd a
7.5 mle (volumen infeial) (solucibr 8).- e riltrd, separb ona
parte para llevarlu a plicerins 45¢ (tests in vhn;); can 21 res-
toc se efectuaron reacciones in vitro con lo® sicsuientes resultas
dos (igadro X (Como testige se diluyb el extraeto utherland
4% con solncibn fisiolbrica husta £,6°, concentracifm iguul a
1+ de lu solucibn 2, pues aguf se harfs partide de € al. y lle-

vedo a 7’5 8l.) .=



CLADEO X
suero |Gl8bulos | Tft.aglutin.cién| .nhibina |[T{t.inhidicliée
£(12788) | i(de OB) | 1: 32 ' shathe2,64 12

spluee 2 ' 12 E
| | soloe. 3 Lie
|%(3379)  A(&e OB) | 1 €4 Santh.2,6f =li4

| : \ ‘ golace & =134

‘ ‘ ' Soluce. 3 1116

!0(1374)) : «(de OB) ' 1164 ' SautheZ,€ =114

' i | | Solue. 2 | =1t 4

Soloes 3 | 1132

| B(de BA) | 1: 268 shath.2,68 1: 64

' {
! Seluce 2 | 1164
j Soluece 2 L 1; 266

Los rescltaios resumidos en €l onadro anterior pa-
recen indlear que la inhibina no es preeipitada por el Seoide
triclorouwsético.~ L1l poder inkibitoric qae s zanifiesta en ol
precipitado quiad se Gebu a uns adsercilén © & sna parcial sepe~
racibn de la inhibin. de lu solucibn dedblic &l pH bajo a gue
80 trabajd y no 1 Seido on si empleado.-

Las pruebdas in vive com el sobrenadante dieren pe=

sitivasy con el precipitado, negativas 0 dudosas.~



o S mle de solucibn Ge extracto de ;olvo ce hHabltae

clbn ul 47 se agregaron -, 2l. de solucibn satarada de Seido

plericoe.- e d8) <4 rorus en lu heludera.- o hulto precipite

G0e~ @ noutralizd y concentrd a baiio carfa a citas de volumen.-

.e volvib a acidific .r hasta pit 2, 38 clzrifich por centrifuges

cibn y decuritaciln y sxtra'o el gobrenadante con sucesivas pore

ciones de 4ter, hasta que la fracoifn de $ter empleada resaltd

1ncolorae.= e ajustf ¢l pA a 7,5 y completd el volumen a 6 tl.
can solucifn f1310l16,ica (volumen inlelal) (Solveibn 4).- Par-

te de 8sta solucifm se emplel, unu vez llaeveda a 45% de . lice-

rina, para reacciones cuténeus y el resto se probb en reaccio=-

nes de inhibieifn, con los si,mientes resultados (comp testigo
se usd la solucibn de extracto sutherland al 4f):

(U6 X1

| suero B mmmlosl 1£t.ugluunao16nl Inhiblna_i "nt.innbtdan]
}.-‘.( 12978) L‘(do BA) 1 512 . Saft.. 4% L2

o emes | um
;,0(1413(:)| B(de bA)! 1l 1024 i ‘ath.4¥ 1 32
10(14021); a(de OE) 1: 512 utheds | 1 1€
i Solue.4 1316
C(2524) | a(de OE) 1128 atheaf | Li4
soh:e.‘ s 4

De los resaltuios aguf comsignados se deduce goe la



inhitina no recipita por aceidn el ‘clio pfericoe.=-
Las cutirrescciones sobre pacientes sensibles re-

sultaron pogitivagee

L T

La preecipitacifn fué efectusda agreginde a & ml.
@ la solucifn de extrecto sutherland al 4%, 0,f ml. de &cide
clorh{ :rico conosntrado y 5 al. de la solucién de &eido fosfo-
tlngstico 15 .= '8 Gaj8 hasta ¢l :{a sipulsnte en la haladera
y sepurb luego el precipitaio del sobrenadante.~ *1 precipita-
‘o so lavh dos veces comn peguerius porciones ce sclu-16m de fcl-
do fosfotungstico, friae.- :# 35lubili-b en madio acuoso y ex=
trajo con sucesivas porcicnes ¢e una e@zcla de 8ter y alcotol
an{lico, er. partes !guules, y luero con éter.- in o1 1 ui.o
«00080 fin:l se prokd la ausencia de fHeico fosfotin:sstico (econ
Clpia)e= 50 ajustd el pbi a 7,7; 1levé a isotonicidad y completd
el voldmen hasta igualar o1 inieial, para poder comparar respec-
to del testiro.- i@ f11trd para elim‘nar 3u ligers turticezee
(el f11tra:o se =zepard una parte y 11evé a g icerina 45f, para
sfectuar cutirreacciones y con i resto se efectaaron pruebus
In vitro (solvcién 5) que se consi pun 9n el cuadro XI.-
Licagdos de precioitacifm v de lavades

E1 Mquico de preecipliaciln y los de lavaio 38 ue
nieron.- .» cmcentraron a la nitaé a -afio narfu.- se extrajee
ron varias veces con una a8xcla de alcohol wmilico y éter (L1l
2n volumen) .- Se comprobd en 1l: solucién finul la anseneia de
fosfotfn:sticoe~ e nentrallzf, llevd u isotemicidad y completd



el vo'umen & ¢ mle.- Purte ca €sta solucibn se destind a pruee
bas in vivo (slicerinada 45%) y parte o a comprobar su poder
inribitorie (-olucibn €)e.~ (0x0 tastigo se empleb solu-idn de

extracto .utherland 4%.~ Los resultados pueden leeres en el -

Cuadro Alls
Q...0 13X

! BSaero Gl8bules|ift.aglntinacién | Inhiiina l) Tftelr1bicifn
immgs) B(de BA) 1164 snthe4f | L4
| soluceb L8
Wlsce bee 1) halss  wwaef | LG
| | | ' Soluces | 132

l §olec.6 1; 64
Eﬁsm)}uam) 1512 uthee$ | Lide
| | | soluc.s . nae

- 5016646 | h64

W%I)TE(E;E\)T“ . uEl2 Mtheds 1116
! SeluesB 132

| ' goluce® 11 64
fonTmiE(E{EKS"—‘_""iFaés_"'f_“"_Ea_th.u 1 e
| f solue .6 116

i solucs6 | Ll6

Los resultalos indic:n la presencia de poder inhie
kitorio en @l preeipitado.- También suestra wotividad in vitro
1a solueibn obtenida del tratamiento del sobrenudante de lu pre-
cipitacién y de los 1{ uidos de lavadoe=

Los tests n vivo ne acusaron difarencias respscto



a4 las pruebas in vitro.-

Fl tratamiento seguido se busb en un trabajo de

ions, ‘och @ Hirose (11) euyo objeto fué .islar ¢l preeipitado
pro .ucido por sdicién de alumbre potisico a un extraete acmoceo
de polen de .abrosia trifida ¢ investigar s actividad olbe
vicae=

Ya en 1926 Gdenny y coleboradores trataron de pree
cipiter la tevina diftérica con slfminag en 19:1 deterninf, em
colatoraeibn con Barr, las condicicnes necesurlias para una mée
xina precipitacifn.- Kn i83¢ Caulfell’ uplichd ¢l tratamiento a
1a ~abrosia trifidae.-

81 (0 ) qil.okoe24 Hg0 fué vsado comgc reactive de
precipitacifn.~ e atiadid en =olucibm ccuosa al 107, et volue
men tal ¢ue la sclucifin final resultara de una concentracién
on alusbre del 1% .proximudamente.- 5ste valor de 1¥ fué elee=
e1bn arbitruria de les investigadores al prineiplio mencionados,
pués no efectuarcn ensayos oon concentraciones payores.-

A 49F mls @8 1a solueifbn de ovtracto Mtrerland al
4¢ ge ayregh C,F ml. de (:»‘)‘:0212.24 B0 en solueifn scuosa
al 10¢, lentamente, cn agitaciln constante.- e 1levd lueyo ol
pH de la solncibn a 7,9=2,0 (rejo fenol come indicxior externe)
para que preeipitara M(on)a y se d0j5 “4 horas en la heladeras
Kl precipitado floculento formade, sriimenté.~ e separb del
sobrenadante y lavd con solucibc fisiolbuica hasta eliminacién
de M4 (se probd su wusencia on el 1f.uido de lavado con Clola



er: m>di10 elorbfdrieo); luego se suspendib en solucibn i1sicléyi-
Cite~

¢ obtuvo asf an pgreciptitaco de :1dréxico de aluminio
suspendido,y que poifa © no haber adsorbido la inkidtind.e Fura ae
veriguarlo cebleron efectusrse reaccicnes de iniibicidbng pero pa-
ra las reacciones se necesitaba tener, nc ona suspensifn sine u-
na solucibn, de gpanera goe s~ bused un medio para sepurar la ine
hidine (supuesto ques hubfa sido adsorvida) del Lidréxi: o de alu-
ainio.~ raras elle (x) el preecipitaic suspendido 2n solucibn fl=
z1018gica se acidificd con CIE (132) basta disolucin del preci-
ritado ¥y 58 1levd s sedic esthnico 75%,~ .espufs de T4 Loras de
conservaio al frio, s¢ separd el preaipitaxo fino, ligerawente
coloreado, por centrifu acifn y cecentacib cdel sobrenuisntey
3¢ lav8 con acetenma y diselvib, cna vez eliminada Sstu llevine
dolo 1 4,5 ml. de solucibn 1soclnica de pH 7,6=8 (:vlucién 7).~
Una parts ce esta selucién z¢ destind, una vez glicerinuda, a
pruebas in viwo.~- =1 reato ze ex;led para reucciocnes in vitro.-
Como testigo -n blanco, se sometid a tratamiento ani' 0.0 Jdesde
(x), ana suspensibn de a:I.(E)H)a obtenida alealinizanio una solue
cifn de alumbre potlsico al 17 (solueibn 2).-

Los resugltados se ven *n el Cpadro XIII:



o4f=

C... 20 XIII

s0e 0 Glébulos 'i‘ft.ag]ntinaténLlnhibina | Tdteinkibicibn

(2624) | A | Ll | mthag | Le |

$9luce? ; 1: 4

|  soluce8 | 1318

oama) x| nels steas | ne

i ' telues? | lLio2
solno.8 1: 514

Mde 0.9) E | liee Satheaf | L& |
solue.? 1116

N R 50luc.8 i 1164

Con soluciones obtonidais de otra experiencia, se
11egd o los si ulentes resultedos:
CU a0 XIII a

suero Cl8balos | Tit..glutinucidn | Inritna Kit.innt Mcxﬁn'

E( 151655“}{({.'"6'5—)“ 812 | uth.ef L4 |

: | soluce7'(x) 114 |

Zolpce7" 11 812 !

B(15154) .(de OE) . nes | math.zf | ez |
; ! coluce?' | lLid

| i B J - 8oluc.7" 11 64 J‘

ve los resalbades comsignados en los Cuadros XIT ,

(x) DBe ha denominade Soluciln 7' = la carrespondierte & 1. so-
luciém 7 de la primera experiencia y sclucién 7% al sobrenadmne~
te de la precipitacibn de al(Obi)a.-



XIII a,se ceduce que la inhibins es arrastrada por la prec pite-

cibén e alfzina,~

L4s pruebas efect: aiag in vivo no scnsaron divergen-

cias r-specto de los tests in vitro.-

Se intentar§ establecer #an ué fraceciocnes es pre-
cipitada 1o inhibina cnando 8 trata la colucién ¢e alergene
con sulfate e dsonioc a4 distintus conceatraciones.-

A7 Bl. do la 30lucid:. de alergenc ce polvo de har
bitacibn 4l 4f se agregarom 7 ml. de solucibn acmosa saturada
de sulfato de awonie (7€ g/1CC ml.).= . e dejf ¢n 14 haludera
€4 norss, 3@ centrifuygb para sepurar el esgcasc precipitado ob-
tenido.~ Una vex separude y lavaio con &ceicna s? ciselvid en
solocibn figlolbylicu, ajustd e} pE w 7,5 y cowpletd a 7 ml.-
~3{ s% obtuvo la solucibm del precipitsde a medida satiracién
con sulfa!o de amonlo (lolucifn ©).~ Una parte de la misma se
separd para determinsr sa actividai slerpénica.-

Al sobrenadante de la precipitaetdn a zaita satura-
e18n se agregh sulfuto ie amonioc hasta saturacifm.- Fupo abun-
dante precipitucibne.- espués de hader permanecido 24 horas en
lu heladers 3e separd ¢l precipitaco forsain.- .1 sobrenadante
se concentrd a baio murfa, se ajusté sl pi a 7,5-8 y llevd a 7
ale= Con parte de &ata solc:'8a (50lucién lU) se efectvaron -
reaceiones in vitroj el restc se llevd a slicerina 485f y usé

para reacciondés in vivw.-
Ll preeipit . io antes separudo se sclublliz8, se o



Justé su pE y cemple*d su volomen s 7 ml. de solucifn isotfmica
(volamen iniclal) (Solucidn 11).- Parte cde esta solucién (cen
455 deo glicering) se cestind u pruetas in vive y parte para de=
terainar ro poder intibitorio.-

Lome tegtipos de las pruebus 36 eaplouron una solue
cibn saturuda e sulfato de «monlec y la de extraeto Suthorland

4%.- Los resultaios pueden verse en ¢! Cuadro XIV:

QUnDig XV

sero | Gl8bulos | Tit.aglutinaeidn | Iohitina | T1t.{nhibicin)
0(3624) [A(de 0B) 13128 suth.4f T—‘ Li 4 ‘

| | Soluced l 1: 128

|  Solue.20 | li4
| | : Solue.ll Ihae
| i | | #olme.l2 11128
A(de 0% B(as B hicd | suth.ef | L

; | | toluc.® | li64

| solac.do | 116

| i | Solmesdl | 11l
o Ji Ls«alue.l& 11 64

[s los resultaios ocbtenidos en las pruebas reali-
zadas se deduce gue el sulfato ¢e urcnie a ne:is satoracién no
provoca la reesipitacibn de inhidins.- i satuvracibdn completa
hay precipitacifn incoupleta.-

L as pruebus sodbre pacientes sensibles dieron los

siguientes regultados: extraeto ¥ plicerinudos negativo o dudo-

~



soy extraetos 1IC y 11, ;lieerinados, positivo.-

7o~

£) procedimiento qufmico emple.do se basb en los
trabajos de “ples, “oulson, Bermnton y Stewns (10) para alslur
y carseterigzar un componente alergénicamente active de la semi-
1la de algodfn.- i icho procedimiento res lta ser afs drhsties
que los comunwente seyuidios, pues incluye precipltaciones eon
aleohol, cbullicifn en solocifn acucta y precipitaciln con o
cetuto de plomo.- A grundes pasos, la téeniea por clloe segui-
éa fué la sigeientes a la solucifn alergénica aiiadieron alcohol
hasta 75f.- Descurtaron la soluciba 7 recogiaron el preeipites
q0 gce s6 1levd a solucifin acnosa de etanol 26%.- .gregaron a
cetato Bhsico de plomo (del tipo de los usiados en =nilisis de
asficares) «l 10 eon wolacifn de etanocl 255 (para un volumen de
ale rgero, medio de acetato d&sico).- El precipitade de sales de
plomo fué separado por cenrifugacibn y degscarta.o y las sales
que pudieron haber yueduio al estuic coloidul se separaron por
altracentrifugz=c18n » A.000 revoluciones por mlnutc en centri-
fugz.i sharples.- ~ 18 solucifn, ligeramente turdla, se ailadil
aleochol husta 70% y :e dejd a «7* C toda )& noche.~- El 1fceide
sobrenadante s« descartb.- :1 s61i<p se liberd de alecohol y se-
ed 21 vaecfo ern presonela de penibxido ~e 18sforo.-

Bl procedimisnto seguido para con la scluciln de
extraeto sSutherland al 4% eztuvo sujeto a variaciones, dada la
fuposibilicad de contar con &l material de trabajo con gue cane
tarom los wutores del métoco desori to.- :e trabalb de las si-



-Q.

gulente mamera: ¢ tgmaren : ml., de la soluclbn de extracte
.utherlsad al 4% y llevaren a medic cetanico 77¥.~ _-spufs de
24 horas se separd el precipitado y deseurtd lu solucibn.- Kl
preeipita o s¢ solabilizd n 5 mle. y agregh 1,6 ml. de etanol,
de munera que quedara un msdio ucuo0so con :5f de alcohol etfe
l1ico.- o aladif mitad de velumen (3,3 ml.) 3o solucién alcohé-
lica &S5 de acetato bisico de plomo vl W ¥%.- Precipit$ ona swa-
tanels viscosa, marrén, que se separd del sobrenadunte por cen-
trf fuyacibn, dos ;oras después de agregaio el ucetato Lisico.-
51 scbrenedante quedd perfeclamente limpldo e incoloro.- Ll pre-
cizitadc se tratd aon 4 ml. de solucibn .1 10f de (Maleg con lo
qgue puasd el alergeno a solucifn debido al madis alcalino y pre-
cinrttb WgPh, separandoss ss{ el plewo de ls zelucién.~ Ll ear-
bonato de plomo se eliminé por centrifugaeién ; decantaciéng el
sobrecadante se llevd u soluneibn isotbnica, pfi 7,°~E, completén-
dose ¢l volumén a 8 ml.~ Farte de ¢s'a solucién, con glicerina
45>, so Goygtinbd u catirreaccionoa.- Ton 61 resto s= efectuaron
pruebas de i{nridieifm (Solacibn 13) cuyos resultados pusden wver-

s¢ en ¢]l Cpadro XV:

(U ALAG XV
sero | Gl6bnles| Tit.aglotinuciém Inbiltina |Tit.inkibielém
C(3524) | A(de OE) 1: 128 suthe4f | =4
L _-!_ - Soluc.l? li =11 4
(de c%)| B(de Ba) | L6 | suthedf | L8
isoluc.la i[ 118

i los resultados obtenidos e deduce que el acge-



tato blsieo de plemo precipita la sustsncia e posee poder ine-
hibitorio en el extracto ue polvo de habitacibn.-
Las prutbas efectuaias sobre pucientes sensidles &

casaron reascifn positiva.e
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La tdcnica empleuda ¢n 1a obtencifa del oxtracto
alergénico es fundamentalments digtinta de las usuales que com=
sister. eng
a) geliends o pulverizacifn, en caso necesarioc.-

b) tratami:ato de decengrugudg con selvents adecuados (&ter, tee
lunl, aleehol, etec.).-

c) extracelfny on solucibn aloslina (bicarbonato o baffer de fose
fitc) con conservador (feénol 0,5., dextrosa, glicerina (18)).-

d) purlisigacifn ror 181isis o prielpitacién.-

e) g¢ongeniragifin por evaporecisa yn fric.-
?) eaterilizaaifn en Tr’o.~ .6 acemseja la filtracifm, estando

an camdin, contratniicados @l agre.aio de sustaneias quimi-
ca® que podrfen provocur irritaciones ro 1speefficas y la
esterili zaclidn por a1l cilore-

Las precaucioner uomsejadas en lzs stapas de eob-
cent racifn y esterilizueiln cbodecen a supon®r gue el alergeno
tiere constitvcién proteicu.- :\lyunos autores han sometido a
temperatiras mis elevadas ai alergenc en alguna i gupa de sn ob=
tencilm (7,910) e~ ir ol presepte trabajo los extrastos emplea-
dos fueroh ocneontirados y @sterilizados por calentaomientny ein
observar por ello pérdiduas em su actividad bioldgica ni en sm
poder iiuhibitorio.-

Las desventajas rrincipales que presentan las solu-
clones ce alergeno obtenidas seghn el camino antes deseripto (12)
son: su relativaxente ®scasa duracién (6-1: meses) y la poea pu-




ofle

resa del extracte final, incluso después de 1a purifieaeifin por
didlisis gue s8lo elimina parte de las impurez.s, pudiende gue-
der otras sustancias en solueifn, rospongables, on mnchos casos,
de reacaiones irritativas no espeofficas. aAdends, la ocmeontra
eién a aleanzar gueda lixitada por la relaeién peso-volusen em=
pleadia @#n la extracciln, qué nc puede aumentarse indefinidamen-
te, 51 bien es posiblsd eoncentirar por evaporwsidn, esta opera
eldn no puede llevarse sis allh de ciertos linites, ya que se
concentran no s6lo la sustancia alergénuica, gino también las
impuregas.-

AMigunar dGifienlitades han gidc ya sudbsaradas, The Ar-
lington Chemieal Co, {isn, comemeliallzb 61 uédtodo desciipto por
reinberg(13, basado en cna sxtraceldn er snlueibn acnosa alcali-
na débil (NeD: X/80 & K/80) y precipituacidn del alergeno por
acidificacibn con bcidos clorhiuries ¢ wcébtico. E1 polwo gue
ag{ llega a obienerse =aiticne su actividad, no habdléndose ob~
sérvado la pierda con el tiempol 31 biér cs'e método subsana
ol defeeto de la pérdidu de astividau, ¢l precipitade logrado
eontien® much:z2s inporesgas.

voather y colabut'adores(l4, cviutuvieron un extracto
de polw de nabitacidn putente y de elévuua pureza mediante un
preecedimiento que inoluye: extraeeidn en medic acuoso, precipi-
taciones eon apetona a4 distintas cmeentraciones(®f y 761 y
con sulfato de awonio (6f); dlalisls y concentrasibn, Ferc es-
te procedimiento, guizh factible ue ser aplicado a otros aler-

genos, si bien ¢A tuenogs Pesultados ¢ cuantn a pureza y con-



eentracifn, resulta poco pragtico por la serie de etapas que
implice.~

sutherland 1deé un procedimiento mbs seneillo que
conduce a tan buenos resultaios como el anterior y ez capaz de
ser aplicado a otros alergenos ademfs del pelwo de habitaeida(i2)
En ras;08 generales su témica fué seguida en la obtenciba ce
los extractns emaplenics oo 6] prejente trabajo, llegindose a
ur gredo de raregs ov® anpera en mvcho a los wWlcanzados por ab-
todos coaunes. kn efeetos 200G g. de »olvo iniclales se extrasn
ren.laente eox 2700 ml, de solweibn ecucca slealina., En les né-
todos scmants 83tr  se erncenira a la quinta parte, ecn lo ¢us
s % nce la soloodifn a uwnes 43¢ ml.. ier €l eétodo sutherlmad
se sbtisne aproxima’asndnte an yruic de alergero hruto por cada
kllogrars 42 pelve irlelials si del alerganc bruto obtenideo e
Lage una solucifn al 1% se La concentrado 1C3. g. de materia
prima 0a 100 ). & 464 unas 4 veces £as que pir lcs métodos eo-
mhdc. Lel =lerzare erude s¢ ctiisne aproxiseducente 0,1 g. por
cada grsme de alergeno bruto(,cr ecada 100U g. 46 polwvo inicial).
Corp 61 alergono crudo puede solubilizarss en el volumen deseas~
de, s! se 1llava prr ejemplo a 1l ml. se odtiene auna cenecentraedifn
A0 veees mayor que por los méicdos eoamunds.

Precigaconts a]1 hader pocdide poner ¢ manifiesto re-
ciés &.cra 31 fenfsanc de imhibiciln sé atriduye, en parte, al
logro de alsrgenos de alta ccmaeentruzibn.

B al presente traubajo se coservd inhibicitn por ex
tragto alsrgénieo de polvo de nabitacion preparado seghn suther-
landy perc el renbmeno s¢ manifliesta independiertements del me-



todo empleado On la obtencifng también se realizaron pruebas de
irhibieién con extraeto obter:do segfin ¢l método de Efron(l4).

La téenieca em;leada por Aimington, Stillwell y kemn-
90]l]l tiene comec inconveniente principal el tizapc reguerido pa-
ra cada detememinacién. T.a dibliograffn consultada sobre téeni-
car @6l rftcdo de Inhibioifn de aglotinacibn ¢e glbbulos rojos
(1;2,4) adolece del aismo dafecte. Fara schsanar tal ineonve-
niente s hieieron nuwe:osas preebas. Fa las reaceoiones serold-
glcar deber eonsiderarse ¢ng etapas: o la mrimera ocurre la
un’:fn espeeffica entre ant{pevc y anticeverncy Ja segunda permie-
te vigualizar 12 reaceibr, pucdicrndo entonces observirse preed-
pitacdién, aglotinceiBn, Jigle, etc.- Flentres la priwera etapa
ocur e cor egtrurald: raridax, la stoitda -uete llegal o ser smy
lesta, DxPa aprAary-rla ge blcieror ano gérie a3 onsayos varian-
de las condielcones risicas ragta ez a le tfonica expleada,
que perm! tib ecertsr €l ticepo reccgaric par. eada determinacibn.

Ta bibliogruf{s en » reral acorsejs observer los tu-
boe trargeorrifas dog rores e renlicade ls regela, e tempere-
ture -u:bitnto. Tul aseverscida fré comproluds por experiencias
recrax 1]l pregpeete, on lup cucler 30 varfaron 1 tiespo y la
terrarctura de fucutactbn,-

Te téenfce 4ot #z;lea Ya contrlfugeeibn en la deter-
minaci fn del gruro sanguines es'i axplisventc difumdida(l). Lla
determinacifn del tftuls aglutinents de or sugre se adbraviu se-
diante tal procedimiento. In %) progents trahajo 39 prodaron
distintos tismpcs y velocidades de ceuirifugseidn, hasta adop-

tar los definitivos. Da las experiencies realizadas se gonelu-



yd que, trunseurridos los 1% eirutos de incubecién a 379C., bas-
ta centrifugar los tubos durante 1 minute a 10(0=-18C revelueio-
nés por einato pari poder efegtuar la legtura al mierogeovic

15 zinutos Tis tarde. iurante es:ie lapso los tubos Guedan a teme
peraturzagbiente (15-20 #C.). Con tal téeniea el 'iempe de cada
detaruinacién s¢ reduce en ehs de una hora y media. S1 la legtu-
Té £0 eofrct{ u despuce Ge varias hLoras de centrifugados los tubos,
coneiore naniGLe.los €. la helaiera, bajo riuao, on gcasc eche
traric, de obs:rvar lesuitauos fulsos.-

Liespigto del orden ue agregado de los componentes,
las: prwveaaciones uhawaeniales son: evitar la unifn de glbbulos
¥ oereov e s €81 agroguio o3 inhibina y agregur alergeno di-
rectunor e sobre loe glbbuloay ya -ue esto puede ser causa de
renflisis, "1 iTush ue agregudo adoptado (glédulos-solucibn fi-
sicléiica-aler;-no-~suercj, s9 eligid por eomodidad. sir embar-
g0 @8 oas acouscjable agregar los glébulos al final( suero-aler-
geno-colucidn iisjolbygice-glébulos~;. Rl objeto es evitar las
emeniraclsaes locdiss elevasuys ce suero(eoncentraciones ole-
vaias ve glibulos no afectan) gue pueden producirse cuando ca~
do gctu ue Ailucibn de éate agregads atraviesa ls memla glb-
baloseolucibn risidlbdpica-alergeno. kste or.en es particulare
cente epnveniente &n 61l ocaso de trabajur con saeros poco diluf-
dos.

ud los resunltados obtenidos en las experisncias ten-
¢isiilcs a aclarar 9i meeanismo de la reagocibn de inkidicién de
la {svagloilnaciba de gidbulos, se desprende gue <icho mscanis-
O }Jéce ser alguna especie de interascibn entre la inhibdina



¥ las aglutininas del suero, ecoro 1o sugiere la cemprobaciba
de que la cantidad de inhibina necesaria pera evitar la agluti-
racién no d:pende de la eonaentrusibén de glédbulos y sf, y on re-
lacién directa, de ls de suero; ademfs s® comprobd que los Jlé-
bnlos no adsorbden inhibdina. Ya ha sido desoripta la gese anza
quirica entre ¢l alergenc de polvo de haditacién y la suster-
cla espegifica A del grauro sangunfneo (3), semejanza Lu® pare-
ce extenderse tasbién 3l cumpe serolbglies, con la probadble eo-
extstongia de las espeeificidedes A y B en un misso material,
puesto jue el noder inhiditeric se manifiesta frente a ambos
ti:os de glbébulos. Do las experiencias detalladas en el cuadro
Vill y pueste ana 193 “{tuloa de inhibicidn "» sufrer: variasesibn
en 1a meacla respeatc ds los titulcs ¢s Yo.: suerns aisladns, se
deanrende que abec anrpeeificidades actuarf .. irde endientesen-
te, 1o onal snglers quve guisd taya dos seatane’as (una com cada
esrecifieidad) on el alergenc. Ta <07 €¢hu [.rece estar reforza-
da por el heero de que @l poder Inkidlt(rio renze & ;16dulos
Ay Bno eg 8l misamo nuPa ur mater!al dado(scero y alergeno)(16;.
-ecpecto de lan dcterriacedsre: Wrlfgicas #fectuadas,
g? Jdeja eonstunciz de la estreche vincnlac! ér enecatruda entre
la pregencia de evetividad biolfglea vy ¢o reder fnhibitorio, no

rabiéndose emseguide en ainpén euso repirir vac ce otro. asf{ lo
atestiguan las detersinaciones de smtos tines reallzadias con las
distintas fraceicnes obtenidas darante la extrascién del alergeno
y dorarte los distintos tratemientos guimicos a que se lo sceetifd,
Estes tratamientos a la ves sugieren, respecto de la eonstitueidn
quizica de la inkibina, gue no se tratsa de una protefna tfpica



paes no se destruyd per asciln del calor on medio ssuose al @9~
ténieo, ni por efegto de Ssidog tipiese desnaturalizsntes de

sustaneias pretelcas.-
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te deseribe gna tépnica pura determinar la inhibielida de
la isoaglutinaclbu de glétuloe rejcs humenos por extractos
alergéniecs, que significa una mejora respdeto de lds ante-

rioreente degedptas en la bibliografia.

s ssliiif 81 wecunismo de la inhibicibn enecontréndose que

8¢ trata 4@ ata fat>rateibn entre las aglutininas del suwereo

Yy la inhiblaa, auracters zada pors

& txials aaa relacidu lineal entre la concentrasién de in-
Yitlae ) la disulzuelidn del titulo aglatinante del suero.

T, ioz ¢lokilos mo intorvieaesn 8n la reaccidén ni adsorbden
Lilbina.

¢ lu liniuving as dssagiutica los glébulos aglutina:os mi
se fija a 9l1los.

4, ! vemplements no iafluge.

3, N2 4 Losdrva 8f93to vanysz.

2. 14 1auibina gueca =2 21 scbrenaduite, tanto en la zana de
iniibicidn cumo en la moaa donde hay aglatineeibn.

g/ 4a iniiisina oanifiesta vapscifticidades A ¥y B.

La sustanc'a inbibina se comporta de lu riguiente manera:
ad, 68 ttrnoutablo f isie o] euleniamiento a 10C grados
en soluc scuoss
centigrauoayy 4 55¢C. o1 solucién ocetldrniea 76%.
b) oo precipita psr «cidn de los Gci@os trielorocacético ni
pferieo.

e¢) precipita por weelén dol &Lefde fosfotingsiico, del aceta-



to blsieco de plomeo en solueibn alechélica, e separa de
la snlucién satureda eon sulfato de auionie, preaipi ta

por adieién de alumbre pothsico.

4d)= :n todos los casos en que su oomprobd pucer inhibitorio, se
constatt la presencia de eetividad evioldgica en ¢l extracto,

po nabidudos logrado le sepwsuaciln ¢e azbos por ninguno de

los oétodos ewpleudos.- 0 T
flnolt g /'
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Este trabsjo fuf Sealisado en comin eon el sefior Samuel
A11stein hadidn ose diviiido en dos:
I)2stuiio de 1la secli’n inhiditoris de los extractys elergénicos
sobre la ifoszlitinacl’n de 21%bi 08 roj:z himanoa,
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d4: de "~=a)e dr glorgers (tesis s prezentar pir el &/ . Se11stein),
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