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RESUMEN

La inyeccién de preparaciones purificadas
de arginasa, extraida del higado o de los eri-
trocitos humanos, provocé en el conejo Ila
formaciéon de anticuerpos que precipitan la
enzima contenida en las soluciones de am-
bos antigenos. La actividad de la enzima no
experimenté una reduccién importante como
consecuencia de su combinacién con los anti-
cuerpos, lo que permite afirmar que el centro
activo de la enzima no participa en esta re-
accion inmunologica.

La precipitacién de los antigenos hepatico
y eritrocitico por sus antisueros homélogos y
heterdélogos revela un estrecho parentesco es-
tructural entre las proteinas con actividad
arginasica presentes en ambos antigenos. La
proporcion de arginasa precipitada en estas
reacciones demuestra, ademas, que los anti-
cuerpos formados se distinguen por cierta es-
pecificidad relativa dirigida contra la argi-
nasa del antigeno que ha ocasionado su apa-
ricion.

La comparacion de la actividad inmunolé-
gica de las precipitinas remanentes de los an-
tisueros que han sido parcialmente absorbidos
con diferentes dosis de uno u otro antigeno,
demuestra que cada antigeno sustrae del an-
tisuero preferentemente su anticuerpo homo-
logo.

De los resultados de estos experimentos
puede concluirse que las proteinas enzimati-
cas con actividad arginasica extraidas y puri-
ficadas de higado y de eritrocitos humanos
poseen distintos resicuos en sus determinan-
tes antigénicos y en consecuencia no son es-
tructuralmente idénticas.

Esta disparidad sugiere que la arginasa del
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higado y la arginasa del eritrocito son pro-
ductos de sintesis independientes en sistemas
celulares que poseen la misma dotacién gené-
tica pero distinta funcionalidad.

INTRODUCCION

Estudios anteriores (1) sobre la ciné-
tica de preparaciones purificadas de argi-
nasa (L-arginin ureohidrolasa 3.5.3.1)
provenientes de higado o de eritrocitos
humanos, mostraron que las curvas de
progreso, de actividad en funcién del pH,
de estabilidad, de influencia de la con-
centracion de sustrato y de activacion por
cationes bivalentes, son muy semejantes.
Las constantes de Michaelis y los valores
de la energia de activaciéon no difieren
significativamente.

Para alcanzar una conclusion decisiva
respecto a la identidad o no identidad de
las enzimas con actividad arginésica pre-
sentes en el higado y en los eritrocitos
humanos, se ha considerado necesario exa-
minar sus propiedades inmunoquimicas.

Con tal propodsito hemos estudiado la
neutralizacion de la actividad y la preci-
pitaciéon de ambas proteinas enzimaticas
por los anticuerpos que aparecen en el
suero de conejos inmunizados con prepa-
raciones de arginasa hepatica o de argi-
nasa erifrocitica.

PROCEDIMIENTO
Antigenos. Se usaron como antigenos pre-

paraciones de arginasa de higado y de eritro-
citos humanos obtenidas mediante una técni-
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ca similar a la que Roholt y Bagot emplearon
para purificar la arginasa del higado de ca-
ballo (2). Las preparaciones de arginasa he-
patica (antigeno H) tenian 80-120 unidades
por mg de proteina y las de eritrocitos (an-
tigeno E), 4-8 unidades por mg de proteina.

Inmunizacion del conejo. El suero contra el
antigeno H (suero anti H) se preparo inocu-
lando conejos de 2,5 kg con una dosis total
de 12 mg de antigeno H. Ei suero contra el
antigeno E (suero anti E) se preparé inyec-
tando una dosis total de 30 mg de antigeno
E. Los conejos recibieron semanalmente una
tercera parte de la dosis total emulsionada en
5 ml de soluciéon adyuvante de Freund por
las vias subcutanea e intraperitoneal. Los
animales fueron sangrados asépticamente 15
dias después de la ultima inyecciéon. Los sue-
ros estériles se conservaron en el refrige-
rador.

Métodos inmunolégicos. Las reacciones de
neutralizacién y de precipitacion se efectua-
ron de acuerdo con las técnicas descritas por
Cohn (3).

La neutralizacion de la actividad enzima-
tica se ensayo incubando 0,1 a 1,0 ml de sue-
ro con una cantidad constante de antigenos
(antigeno H: 25 ug; antigeno E: 300 ug) de
actividad biologica casi equivalente, durante
1 hora a 37°C y manteniéndolo después du-
rante 20 horas en el refrigerador. Al término
de este periodo, se midi6é la actividad argina-
sica en la mezcla total, resuspendiendo los
precipitados.

Las reacciones de precipitacion se practi-
caron colocando en tubos de centrifuga una
cantidad constante de suero (suero anti H:
0,025 ml; suero anti E: 0,10 ml), incubando-
los en la forma descrita. Después de centri-
fugar, se separaron los sobrenadantes y los
precipitados se lavaron con 3,0 ml de NaCl
0,15 M. Para medir la actividad arginésica
se utilizaron 0,1 a 0,5 ml de sobrenadante;
los precipitados se resuspendieron en voliime-
nes apropiados de solucidn salina. Los valo-
res expresados en unidades de arginasa (mi-
cromoles de urea por minuto) se refirieron
al volumen total de incubacion.

En otra serie de experimentos, los anti-
cuerpos de los sueros fueron parcialmente
absorbidos por sus antigenos homdlogo o he-
terologo, y los anticuerpos residuales que
quedaron en los sobrenadantes se probaron
con diferentes cantidades de antigeno.

Determinacion de arginasa. La actividad ar-
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ginasica se midi6 utilizando la técnica ya des-
crita (1), en las mezclas totales, en los pre-
cipitados y en los sobrenadantes conveniente-
mente diluidos. La accién de la enzima no
excedio un 10% de hidrélisis del sustrato.

RESULTADOS

Influencia del anticuerpo sobre la activi-
dad argindsica del antigeno. Pruebas de
Neutralizacion.

La actividad arginasica de los antige-
nos no cambia significativamente después
de la incubacién con suero normal de co-
nejo o con los antisueros homoélogo y he-
terdlogo. En la Fig. 1 se representa la
actividad arginasica de las mezclas de an-
tigeno H con suero normal y con suero
anti H. La enzima fue incubada con el
sustrato a pH 8,9 (amortiguador glicoco-
la) v a pH 74 ( amortiguador tris). La
actividad arginasica disminuyo un 15 a
189¢ en las mezclas de antigeno y anti-
suero, proporcion gue fue constante e in-
dependiente del volumen de antisuero
agregado. Esta reduccién parcial y no
progresiva de la actividad arginasica pue-
de ser explicada como consecuencia de
redispersién incompleta de la enzima pre-
cipitada.
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FIG. 1. Influencia del suero normal de conejo y del

suero anti H sobre la actividad argindsica del antige-
no M. (60 ug de antigeno H sz incubaron con vola-
menes variables de suero).
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Resultados coincidentes se obtuvieron
incubando antigeno E con suero anti E,
o cualquiera de los antigenos con el anti-
suero heterélogo.

Ensayo cuantitativo de las precipitinas
anti-arginasa.

Tanto la arginasa del antigeno H como
la del antigeno E fueron precipitadas por
su correspondiente antisuero y por el an-
tisuero heterdlogo.

Debido al empleo de preparaciones pu-
rificadas de arginasa —y no de proteinas
cristalinas y puras— los antisueros con-
tenian anticuerpos inespecificos, dirigidos
contra las proteinas contaminantes. La
mayor parte de los anticuerpos inespeci-
ficos puede ser eliminada, absorbiéndolos
con las proteinas del suero humano nor-
mal (4). Esta preabsorcion de los antisue-
ros permite depurar las curvas de precipi-
tacion de arginasa y obtenerlas en las for-
mas tipicas que aparecen en las Figs. 2
y 3. Empleando los antisueros nativos, no
absorbidos, se obtuvieron curvas muy an-
chas, con una extensa meseta de precipi-
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FIG. 2. Curvas de precapitacidn de la  arginasa del
antigeno B por los sueros anti H y anti E preabsor-
bidos con suero humano normal (0.10 ml de anti-
suero incubado con voldmenes variables d: antigeno H).
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FiG. 3. Curvas de precipitacién de la arginasa del
antigeno E por los sueros anti H y ant E preabsor-
bidos con sucro humano normal (0.10 m! de antisue-
ro incubados con voliimenes variables de antigeno E).

tacién, que es propia de las mezeclas de
anticuerpos. Lios sueros no absorbidos pre-
cipitaron en forma casi completa (98%)
la arginasa de los antigenos por un efecto
de coprecipitacién. Con los sueros preab-
sorbidos, en cambio, una mayor cantidad
de arginasa permanecié en solucion y la
fraccion precipitada no sobrepasé un 80%
de la arginasa presente.

Para obtener cifras de actividad argi-
nasica equivalentes y mensurables, el
suerc anti H, mas rico en precipitinas an-
tiarginasa, se diluyd en proporcion de
1:4, ajustandolo asi al contenido del suero
anti E, que sé empleaba sin diluir. Las
reacciones de precipitacidén con antigeno
E —cuya actividad especifica es 10 veces
menor que la del antigeno H-— requirie-
ron cantidades 10 veces mayores de aquel
antigeno.

Las reacciones se efectuaron con anti-
sueros absorbidos con suero humano nor-
mal y se determiné la distribucion de la
actividad arginasica en los precipitados y
en los sobrenadantes, desde la regién de
exceso de anticuerpo hasta la regién de
exceso de antigeno.
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TaBLa I

Precipitacion de arginasa hepdtica o eritrocitica por los anticuerpos de 1,0 ml de suero de
conejos ininunizados con preparaciones purificadas de arginasa

dejando el menor
nadante.
(**)

Antigeno Actividad en la Actividad en el precipitado
mezela incubada
mg/ml U totales U totales %
(1) (2) (3 (4)
I. Suero Anti H:
Equiv. (*) H 1,6 18,8 13,6 72
E 240 28,0 13,6 49
P. max. (**) H 4,0 72,0 32,0 44
E 480 77,0 30,4 39
ITI. Suero Anti E:
Equiv. (*) H 0,4 114 6,1 54
E 24 6,4 4,3 67
P. max. (**) ‘H 08 17,9 8,0 45
E 438 13,5 6,6 49
(*) Equivalencia: mg de antigeno gue precipitan los anticuerpos de 1,0 ml de antisuero,

exceso de arginasa y de anticuerpos anti-arginasicos en el sobre-

Precipitacién mdxima: mg de antigeno que incubados con 0,1 ml de antisuero rinden

la mayor actividad arginasica en el precipitado.

En las mezclas de antigeno H y suero
anti H, los sobrenadantes contenian el me-
nor exceso de arginasa y de su anticuerpo
cuando la razén mg de antigeno/ml de
anticuerpo fue 1,6. Este punto central de
equivalencia se encontraba separado del
punto de precipitacion maxima que co-
rrespondia a una razon 4.

En las incubaciones de antigeno E con
suero anti E, el punto central de equi-
valencia corresponde a una razén 24 y el
de precipitacién méaxima a una razon 4,8.

Estos resultados aparecen en las Figs.
2 y 3, donde también se representan las
reacciones de precipitaciéon entre anti-
sueros y antigenos heterdlogos. El suero
anti H posee una alta actividad precipi-

tante sobre la arginasa contenida en el
antigeno E. La zona en que el exceso de
arginasa y anticuerpo es menor corres-
ponde a una relacidén de 24 mg de anti-
geno E por 1 ml de antisuero H y el punto
de maxima precipitacion a una razén 48.

El suero anti E —originalmente mas
rico en anticuerpos inespecificos— tiene
una accion precipitante baja sobre el an-
tigeno H. La zona de equivalencia corres-
pondid a una razon 0,4 y el punto de pre-
cipitacion maxima a una razoén 0,6.

Estos resultados estan resumidos en la
Tabla I, en la cual se indica la cantidad
total de arginasa presente en las diferen-
tes mezclas de incubacién, la fraccion de
la enzima combinada a los anticuerpos y
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la proporcién en que uno y otro suero pre-
cipitaron la actividad arginasica de uno y
otro antigeno, a nivel de las regiones de
equivalencia y de precipitacién maxima.
En ella puede observarse que, a pesar de
la intensa precipitacion heterdloga, los
anticuerpos propios de cada antisuero
poseen una relativa especificidad. El sue-
ro anti H precipité regularmente una ma-
yor proporcién de arginasa de su antige-
no H homdélogo, que de su antigeno E
heterdlogo. Por el contrario, el suero anti
E precipitd en mayor proporciéon argina-
sa eritrocitica que arginasa hepatica.

Absorcion parcial de los anticuerpos con
antigeno homodlogo o heterdlogo.

La absorcién selectiva de uno de los
anticuerpos existentes en un suero de es-
tructura inmunitaria compleja por un an-
tigeno definido que lo extrae, permite
identificar y distinguir anticuerpos simi-
lares que dan reacciones cruzadas. La ab-
sorcion parcial modifica las razones en
que los diversos anticuerpos estan presen-
tes en el antisuero nativo. Pollock (5)
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hizo una brillante aplicacion de este mé-
todo cuando demostré la identidad de las
penicilinasas constitutiva e inducida de la
cepa 569 de Bacillus cereus y su no iden-
tidad con la penicilinasa constitutiva de
otras cepas.

a) Absorcion parcial de los anticuer-
pos del antisuero H por el antigeno H. El
ensayo se efectudé incubando 1,0 ml de
antisuero H no absorbido con 50 o 250
ug de antigeno H y determinando en los
sobrenadantes la acciéon de los anticuer-
pos remanentes. Con este objeto, una vez
separados los precipitados, se analizd la
presencia de precipitinas anti-arginasa re-
siduales en diversos volimenes de los so-
brenadantes e incubados con 25 pg de an-
tigeno H o con 125 pg de antigeno E.
Los resultados (Fig. 4 A) muestran que el
antigeno H absorbié preferentemente la
precipitina antiarginasica hepatica y en
escala mas restringida la precipitina anti-
arginasa eritrocitica.

b) Absorcién parcial de los anticuer-
pos del antisuero E por el antigeno E. Ex-
perimentos similares se efectuaron absor-

Sugro anti H
O 50 H,150E

100F & 50H, 25H PR
® 250H, 50 ,° i
o 250 H, 25 H., .

Arginasa precipitada (%)

T T T

Suero anti €

o 15E,150€E

®m 075E, 25H

® 075€,150€ I
o 15E, 254 ¢

ul 25 50 75

Suero parcialmente absorbido con antigeno

FIG. 4.

Tanto por cieato de arginasa precipitada por los anticuerpos que quedan en los

sobrenadantes de antisueros que han sido parcialmente absorbidos por sus antigenos homo-

logos. Los sobrenadantes fueron ensayados con 25 ug de antigeno H o con 150 pg de an-

tigeno E. A) suero anti H absorbido con 50 o 250 ug de antigeno H por ml de suero.
B) suero anti E absorbido con 0,75 o 1.5 mg de antigeno E por ml de suero.
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FIG 5. Tanto por ciento de arginasa precipitada por los anticuerpos que quedan en los

sobrenadantes de antisueros que han sido parcialmente absorbidos por sus antigenos heterd-

logos. Los sobrenadantes fueron ensayados con 25 pg de antigeno H o con 150 pg de

antigeno E. A) suero anti H absorbido con 1,5 o 3,0 mg de antigeno E por ml de suero.
B) suero anti E absorbido con 25 o 250 ug de antigeno H por ml de suero.

biendo los anticuerpos de 1,0 ml de anti-
suero E con 0,75 o con 1,5 mg de antigeno
E. En diversos volamenes de los sobrena-
dantes se analizé la proporcién de anti-
cuerpos residuales incubandolos con 25
ng de antigeno H o con 125 pg de antigeno
E. Los resultados (Fig. 4 B) muestran que
cuando se emplearon volimenes adecua-
dos de sobrenadantes (correspondientes
a mas de 50 pl de antisuero) que conte-
nian una cantidad suficiente de anticuer-
pos residuales, el antigeno E absorbié en
mayor proporcion los anticuerpos dirigi-
dos contra arginasa eritrocitica.

¢) Absorcion parcial cruzada de los
anticuerpos del antisuero H por el anti-
geno E. La absorcién se practicd incuban-
do 1,0 ml del suero anti H con 1,5 o con
3,0 mg de antigeno E. Los anticuerpos
contenidos en diversos voliimenes de los
sobrenadantes se prueban en su accién
precipitante sobre 25 pg de antigeno H o
125 ug de antigeno E. La absorcion de los
anticuerpos del suero anti H con 3 mg de
antigeno E fue casi completa. Empleando
como absorbente 1,5 mg de antigeno E,
los anticuerpos residuales contenian una
mayor proporcion de precipitinas dirigi-

das contra la arginasa eritrocitica que
contra la arginasa hepatica (Fig. 5 A).
Sin embargo, si se comparan estos valores
con los de la absorcion homdloga (Fig.
4 A) se aprecia que el antigeno E posee,
en todo caso, una capacidad absorbente
ligeramente superior para las precipitinas
anti-eritrociticas.

d) Absorcion parcial cruzada de los
anticuerpos del antisuero E por el anti-
geno H. Cuando 1 ml de suero anti E fue
absorbido por 250 pug de antigeno H, los
anticuerpos contra la arginasa hepatica
fueron removidos especificamente y el
suero quedo6 proporcionalmente enrique-
cido en anticuerpos contra la arginasa
eritrocitica. El resultado fue notable cuan-
do se ensayaron volumenes de sobrena-
dantes equivalentes a 12,5-50 pl del anti-
suero nativo. El mismo fenémeno, menos
pronunciado, se observd cuando se elimi-
naba una menor cantidad de anticuerpos,
empleando 25 pg de antigeno H (Fig.
5 B).

Las observaciones anteriores sehalan
que el uso de la técnica de las absorcio-
nes parciales es delicado. Las relaciones
entre el antigeno absorbente y los anti-
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cuerpos absorbidos deben ser ensayadas
empiricamente, procurando ubicar la zo-
na critica en gque la remocién selectiva
de anticuerpos similares se manifiesta en
forma que permite una discriminacion.

DISCUSION

Las propiedades enzimolégicas de la ar-
ginasa hepdtica y de la arginasa eritroci-
tica son muy parecidas (1). Con el pro-
posito de establecer con precision la iden-
tidad o no identidad estructural de estas
enzimas, se recurrio al estudio de sus
propiedades inmunoldgicas. El analisis tie-
ne como limitacién el caracter de los an-
tigenos empleados, que fueron prepara-
ciones purificadas de arginasa -—y no en-
Zimas puras— gque evocan en el conejo
la produccién de un anticuerpo especifico
antiarginasa y de otros anticuerpos diri-
gidos contra las proteinas contaminantes.
Esta dificultad puede ser superada en
parte mediante la depuraciéon de los anti-
sueros absorbiendo los anticuerpos ines-
pecificos con las proteinas del suero nor-
mal que no contiene arginasa. Por otro
lado, la alta actividad enzimatica de los
antigenos permite determinar en forma
especifica su componente arginasa, pues
se dispone de un método preciso y sensi-
ble para medir la actividad de la enzima.

La arginasa no se inactiva cuando se
combina con los anticuerpos homélogos y
heterédlogos. Los resultados obtenidos en-
sayando la actividad enzimatica a pH 8,9,
se repitieron y confirmaron ensayandola
a pH 7,4 con el objeto de evitar una po-
sible influencia de un medio fuertemente
alcalino sobre la disociacién del complejo
antigeno-anticuerpo. Por consiguiente, los
grupos que determinan la antigenicidad
de la molécula enziméatica son distintos
de los grupos que constituyen su centro
activo.

Las pruebas de precipitacion demues-
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tran que los anticuerpos producidos en el
conejo por cualquiera de los antigenos,
precipitan tanto la arginasa hepéatica co-
mo la arginasa eritrocitica. La forma de
las curvas de precipitacion sugiere que el
antisuero E (preabsorbido con suero nor-
mal) tiene menor cantidad de anti-argi-
nasa que el antisuero H preabsorbido, pe-
ro que en aquél este anticuerpo se en-
cuentra mas puro, mezclado con menor
namero y cantidad de anticuerpos inespe-
cificos.

La distribucién de la arginasa en los
precipitados y en los sobrenadantes indica
que el complejo antigeno-anticuerpo es so-
luble en exceso de antigeno y es incom-
pletamente precipitado en exceso de anti-
cuerpos. Esta ultima caracteristica, que
es propia de las reacciones de floculaciéon
en suero de caballo, no tiene una explica-
cion clara. Es posible que la presencia
de otros anticuerpos y otros complejos
modifique la disociacidon del complejo
arginasa-antiarginasa o que este ultimo
sea relativamente soluble en exceso de
anticuerpos.

El analisis de la accidén precipitante de
cada antisuero sobre la arginasa homdlo-
ga y heterdloga (Tabla I) a nivel de re-
giones proximas a la equivalencia y a la
precipitacion maxima, revela que cada
antisuero precipita regularmente una pro-
porcion mas alta de su arginasa homologa
y una proporcion mas baja de la arginasa
heterdloga. Estos resultados sugieren que
los anticuerpos provocados en el conejo
por la inoculacion de preparados de argi-
nasa hepatica o eritrocitica no son idén-
ticos, a pesar de que presentan una estre-
cha similitud y dan reacciones cruzadas.

Esta conclusion aparece reforzada por
el analisis de los experimentos de absor-
cién parcial de los anticuerpos, que se hi-
cieron empleando dos dosis de antigeno,
y comparando, en un segundo tiempo, la
accién precipitante de los anticuerpos re-
siduales sobre la arginasa hepéatica y la
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arginasa eritrocitica. Los efectos de la
absorcidon de cada antisuero con su anti-
geno homoélogo o heterdlogo demuestran
que existe una selectividad relativa, es
decir, que un determinado antigeno re-
mueve del antisuero una mayor propor-
cion de su anticuerpo homélogo que del
anticuerpo heterdlogo. Sin embargo, si se
emplean cantidades suficientemente altas
de antigenos, sobreviene una eliminacion
completa de los anticuerpos tanto homoé-
logos como heterédlogos.

El conjunto de estos resultados sugiere
fuertemente que las proteinas enzimati-
cas con actividad arginédsica producidas
en el higado y en los glébulos rojos hu-
manos, no diferenciables por sus propie-
dades cinéticas, son, sin embargo, protei-
nas que difieren en algin detalle de su
estructura molecular, a nivel de sus de-
terminantes antigénicos.

Con el objeto de cimentar esta conclu-
sion, se continuara el analisis inmunoqui-
mico de estas proteinas, empleando mé-
todos de mayor poder resolutivo, como la
inmunodifusién y la inmunoelectroforesis
en gel de agar.

SUMMARY

The kinetic properties of liver and ery-
throcyte human arginases are quite simi-
lar. In order to make clear the identity
or non identity of these enzymatic pro-
teins, immunochemical studies were un-
dertaken. Immune sera were produced in
rabbits by the injection of purified pre-
parations of arginase extracted either
from human liver or red blood cells. Non
specific antibodies produced by the con-
taminant proteins in the preparations can
be substantially removed by preabsorp-
tion of the antisera with human normal
serum. Antibodies against arginase were
purified following this procedure.

Antiserum against either hepatic anti-
gen or erythrocyte antigen precipitated
the arginase existing in these antigens.
Anti-H serum is richer in arginase anti-
bodies than anti-E serum (Table I, col-
umn 2).

Arginase was not inactivated by com-
binations with homologous or heterol-
ogous antibodies (Fig. 1) suggesting that
the active center of the enzyme is not
implicated in this immunological reac-
tion.

The quantitative precipitation of liver
or erythrocyte antigens by their homolo-
gous or heterologous antisera (Figs. 2
and 3) indicates a close relationship bet-
ween the molecular structure of these ar-
ginases. Notwithstanding, analyses of the
direct and crossed reactions at the equiv-
alence and maximal precipitation zones
demonstrated that the antibodies present
in each serum are preferentially active
against homologous arginase.

Partial absorption of antibodies by their
homologous or heterologous antigens also
yielded consistent results (Figs. 4 and 5).
Hepatic antigen added to any antisera
removed predominantly the antibody di-
rected againts liver arginase. Erythrocyte
antigen, on the other hand, removed pre-
ferentially the antibody combining with
erythrocyte arginase.

These experimental results allow to
conclude that proteins with arginase acti-
vity extracted and purified from human
liver and erythrocytes have different
amino acid residues in their antigenic
determinants, and that, in consequence,
they are not structurally identical.

The non identity of liver and erythro-
cyte arginase suggests that these enzymes
are independently synthetized in cellular
systems endowed with the same genetic
constituents in different functional acti-
vities.
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