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R E S U M E N 

L a i n y e c c i ó n d e p r e p a r a c i o n e s p u r i f i c a d a s 

d e a r g i n a s a , e x t r a í d a d e l h í g a d o o d e l o s e r i ­

t r o c i t o s h u m a n o s , p r o v o c ó e n e l c o n e j o l a 

f o r m a c i ó n d e a n t i c u e r p o s q u e p r e c i p i t a n l a 

e n z i m a c o n t e n i d a e n l a s s o l u c i o n e s d e a m ­

b o s a n t í g e n o s . L a a c t i v i d a d d e l a e n z i m a n o 

e x p e r i m e n t ó u n a r e d u c c i ó n i m p o r t a n t e c o m o 

c o n s e c u e n c i a d e s u c o m b i n a c i ó n c o n l o s a n t i ­

c u e r p o s , l o q u e p e r m i t e a f i r m a r q u e e l c e n t r o 

a c t i v o d e l a e n z i m a n o p a r t i c i p a e n e s t a r e ­

a c c i ó n i n m u n o l ó g i c a . 

L a p r e c i p i t a c i ó n d e l o s a n t í g e n o s h e p á t i c o 

y e r i t r o c í t i c o p o r s u s a n t i s u e r o s h o m ó l o g o s y 

h e t e r ó l o g o s r e v e l a u n e s t r e c h o p a r e n t e s c o e s ­

t r u c t u r a l e n t r e l a s p r o t e í n a s c o n a c t i v i d a d 

a r g i n á s i c a p r e s e n t e s e n a m b o s a n t í g e n o s . L a 

p r o p o r c i ó n d e a r g i n a s a p r e c i p i t a d a e n e s t a s 

r e a c c i o n e s d e m u e s t r a , a d e m á s , q u e l o s a n t i ­

c u e r p o s f o r m a d o s s e d i s t i n g u e n p o r c i e r t a e s ­

p e c i f i c i d a d r e l a t i v a d i r i g i d a c o n t r a l a a r g i ­

n a s a d e l a n t í g e n o q u e h a o c a s i o n a d o s u a p a ­

r i c i ó n . 

L a c o m p a r a c i ó n d e l a a c t i v i d a d i n m u n o l ó ­

g i c a d e l a s p r e c i p i t i n a s r e m a n e n t e s d e l o s a n ­

t i s u e r o s q u e h a n s i d o p a r c i a l m e n t e a b s o r b i d o s 

c o n d i f e r e n t e s d o s i s d e u n o u o t r o a n t í g e n o , 

d e m u e s t r a q u e c a d a a n t í g e n o s u s t r a e d e l a n ­

t i s u e r o p r e f e r e n t e m e n t e s u a n t i c u e r p o h o m ó ­

l o g o . 

D e l o s r e s u l t a d o s d e e s t o s e x p e r i m e n t o s 

p u e d e c o n c l u i r s e q u e l a s p r o t e í n a s e n z i m á t i -

c a s c o n a c t i v i d a d a r g i n á s i c a e x t r a í d a s y p u r i ­

f i c a d a s d e h í g a d o y d e e r i t r o c i t o s h u m a n o s 

p o s e e n d i s t i n t o s r e s i d u o s e n s u s d e t e r m i n a n ­

t e s a n t i g é n i c o s y e n c o n s e c u e n c i a n o s o n e s -

t r u c t u r a l m e n t e i d é n t i c a s . 

E s t a d i s p a r i d a d s u g i e r e q u e l a a r g i n a s a d e l 

* Esta Investigación fue f inanciada per la Facu l tad 
de Medicina, Universidad de Chile (Proyecto 62-19) y 
por la Fundac ión Rockefeller (Gran t 60033). según u n 
programa con jun to . 

h í g a d o y l a a r g i n a s a d e l e r i t r o c i t o s o n p r o ­

d u c t o s d e s í n t e s i s i n d e p e n d i e n t e s e n s i s t e m a s 

c e l u l a r e s q u e p o s e e n l a m i s m a d o t a c i ó n g e n é ­

t i c a p e r o d i s t i n t a f u n c i o n a l i d a d . 

INTRODUCCIÓN 

Estudios anteriores (1 ) sobre la ciné­
tica de preparaciones purificadas de argi­
nasa (L-arginin ureohidrolasa 3 . 5 . 3 . 1 ) 
provenientes de h ígado o de eritrocitos 
humanos , mostraron que las curvas de 
progreso, de actividad en función de l pH, 
de estabil idad, de inf luencia de la con­
centración de sustrato y de act ivación por 
cationes bivalentes , son m u y semejantes . 
Las constantes de Michael is y los valores 
de la energía de act ivación no difieren 
s ignif icat ivamente . 

Para alcanzar una conclus ión decis iva 
respecto a la identidad o no identidad de 
las enz imas con actividad arginásica pre­
sentes en el hígado y e n los eritrocitos 
humanos , se ha considerado necesario exa­
minar sus propiedades inmunoquímicas . 

Con tal propósito hemos estudiado la 
neutral ización de la actividad y la preci­
pitación de ambas proteínas enzimáticas 
por los anticuerpos que aparecen en e l 
suero de conejos inmunizados con prepa­
raciones de arginasa hepát ica o de argi­
nasa eritrocítica. 

PROCEDIMIENTO 

Antígenos. S e u s a r o n c o m o a n t í g e n o s p r e ­

p a r a c i o n e s d e a r g i n a s a d e h í g a d o y d e e r i t r o ­

c i t o s h u m a n o s o b t e n i d a s m e d i a n t e u n a t é c n i -
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c a s i m i l a r a l a q u e R o h o l t y B a g o t e m p l e a r o n 

p a r a p u r i f i c a r l a a r g i n a s a d e l h í g a d o d e c a ­

b a l l o ( 2 ) . L a s p r e p a r a c i o n e s d e a r g i n a s a h e ­

p á t i c a ( a n t í g e n o H ) t e n í a n 8 0 - 1 2 0 u n i d a d e s 

p o r m g d e p r o t e í n a y l a s d e e r i t r o c i t o s ( a n ­

t í g e n o E ) , 4 - 8 u n i d a d e s p o r m g d e p r o t e í n a . 

Inmunización del conejo. E l s u e r o c o n t r a e l 

a n t í g e n o H ( s u e r o a n t i H ) s e p r e p a r ó i n o c u ­

l a n d o c o n e j o s d e 2 , 5 k g c o n u n a d o s i s t o t a l 

d e 12 m g d e a n t í g e n o H . E l s u e r o c o n t r a e l 

a n t í g e n o E ( s u e r o a n t i E ) s e p r e p a r ó i n y e c ­

t a n d o u n a d o s i s t o t a l d e 3 0 m g d e a n t í g e n o 

E . L o s c o n e j o s r e c i b i e r o n s e m a n a l m e n t e u n a 

t e r c e r a p a r t e d e l a d o s i s t o t a l e m u l s i o n a d a e n 

5 m i d e s o l u c i ó n a d y u v a n t e d e F r e u n d p o r 

l a s v í a s s u b c u t á n e a e i n t r a p e r i t o n e a l . L o s 

a n i m a l e s f u e r o n s a n g r a d o s a s é p t i c a m e n t e 1 5 

d í a s d e s p u é s d e l a ú l t i m a i n y e c c i ó n . L o s s u e ­

r o s e s t é r i l e s s e c o n s e r v a r o n e n e l r e f r i g e ­

r a d o r . 

Métodos inmunológicos. L a s r e a c c i o n e s d e 

n e u t r a l i z a c i ó n y d e p r e c i p i t a c i ó n s e e f e c t u a ­

r o n d e a c u e r d o c o n l a s t é c n i c a s d e s c r i t a s p o r 

C o h n ( 3 ) . 

L a n e u t r a l i z a c i ó n d e l a a c t i v i d a d e n z i m á -

t i c a s e e n s a y ó i n c u b a n d o 0 , 1 a 1,0 m i d e s u e ­

r o c o n u n a c a n t i d a d c o n s t a n t e d e a n t í g e n o s 

( a n t í g e n o H : 2 5 Lig; a n t í g e n o E : 3 0 0 \xg) d e 

a c t i v i d a d b i o l ó g i c a c a s i e q u i v a l e n t e , d u r a n t e 

1 h o r a a 3 7 ° C y m a n t e n i é n d o l o d e s p u é s d u ­

r a n t e 2 0 h o r a s e n e l r e f r i g e r a d o r . A l t é r m i n o 

d e e s t e p e r í o d o , s e m i d i ó l a a c t i v i d a d a r g i n á -

s i c a e n l a m e z c l a t o t a l , r e s u s p e n d i e n d o l o s 

p r e c i p i t a d o s . 

L a s r e a c c i o n e s d e p r e c i p i t a c i ó n s e p r a c t i ­

c a r o n c o l o c a n d o e n t u b o s d e c e n t r í f u g a u n a 

c a n t i d a d c o n s t a n t e d e s u e r o ( s u e r o a n t i H : 

0 , 0 2 5 m i ; s u e r o a n t i E : 0 , 1 0 m i ) , i n c u b á n d o ­

l o s e n l a f o r m a d e s c r i t a . D e s p u é s d e c e n t r i ­

f u g a r , s e s e p a r a r o n l o s s o b r e n a d a n t e s y l o s 

p r e c i p i t a d o s s e l a v a r o n c o n 3 ,0 m i d e N a C l 

0 , 1 5 M . P a r a m e d i r l a a c t i v i d a d a r g i n á s i c a 

s e u t i l i z a r o n 0 , 1 a 0 ,5 m i d e s o b r e n a d a n t e ; 

l o s p r e c i p i t a d o s s e r e s u s p e n d i e r o n e n v o l ú m e ­

n e s a p r o p i a d o s d e s o l u c i ó n s a l i n a . L o s v a l o ­

r e s e x p r e s a d o s e n u n i d a d e s d e a r g i n a s a ( m i -

c r o m o l e s d e u r e a p o r m i n u t o ) s e r e f i r i e r o n 

a l v o l u m e n t o t a l d e i n c u b a c i ó n . 

E n o t r a s e r i e d e e x p e r i m e n t o s , l o s a n t i ­

c u e r p o s d e l o s s u e r o s f u e r o n p a r c i a l m e n t e 

a b s o r b i d o s p o r s u s a n t í g e n o s h o m ó l o g o o h e -

t e r ó l o g o , y l o s a n t i c u e r p o s r e s i d u a l e s q u e 

q u e d a r o n e n l o s s o b r e n a d a n t e s s e p r o b a r o n 

c o n d i f e r e n t e s c a n t i d a d e s d e a n t í g e n o . 

Determinación de arginasa. L a a c t i v i d a d a r ­

g i n á s i c a s e m i d i ó u t i l i z a n d o l a t é c n i c a y a d e s ­

c r i t a ( 1 ) , e n l a s m e z c l a s t o t a l e s , e n l o s p r e ­

c i p i t a d o s y e n l o s s o b r e n a d a n t e s c o n v e n i e n t e ­

m e n t e d i l u i d o s . L a a c c i ó n d e l a e n z i m a n o 

e x c e d i ó u n 1 0 % d e h i d r ó l i s i s d e l s u s t r a t o . 

RESULTADOS 

Influencia del anticuerpo sobre la activi­
dad arginásica del antígeno. Pruebas de 
Neutralización. 

La act ividad arginásica de los antíge­
nos no cambia s igni f icat ivamente después 
de la incubación con suero normal de co­
nejo o con los antisueros homólogo y he-
terólogo. En la Fig. 1 se representa la 
actividad arginásica de las mezclas de an­
t ígeno H con suero normal y con suero 
anti H. La enzima fue incubada con e l 
sustrato a pH 8,9 (amort iguador gl icoco-
laj y a p H 7,4 ( amortiguador t r i s ) . La 
actividad arginásica d i sminuyó un 15 a 
18'/c en las mezclas de ant ígeno y anti­
suero, proporción que fue constante e in­
dependiente del v o l u m e n de antisuero 
agregado. Esta reducción parcial y no 
progresiva de la actividad arginásica pue­
de ser expl icada como consecuencia de 
redispersión incompleta de la enzima pre­
cipitada. 

Ant¡ H 

1 1 1 1 1 . 

0,2 0 ,4 0,6 0,6 1,0 
S U E R O ( m i ) 

FIG, l . Influencia del suero no rma l de conejo y del 
suero anti H sobre la actividad arginásica del ant ige­
no H. ( 6 0 de ant ígeno H se incubaron con volú­

menes variables de suero) . 
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Resultados coincidentes se obtuvieron 
incubando antígeno E con suero anti E, 
o cualquiera de los antígenos con el anti­
suero heterólogo. 

Ensayo cuantitativo de las precipitinas 
anti-arginasa. 

Tanto la arginasa del ant ígeno H como 
la del ant ígeno E fueron precipitadas por 
su correspondiente antisuero y por el an­
tisuero heterólogo. 

Debido al empleo de preparaciones pu­
rificadas d e arginasa — y no de proteínas 
cristalinas y puras— los antisueros con­
tenían anticuerpos inespecíf icos, dirigidos 
contra las proteínas contaminantes . La 
mayor parte de los anticuerpos inespecí­
ficos puede ser e l iminada, absorbiéndolos 
con las proteínas del suero humano nor­
mal (4). Esta preabsorción de los antisue­
ros permite depurar las curvas de precipi­
tación de arginasa y obtenerlas en las for­
mas típicas que aparecen e n las Figs . 2 
y 3. Empleando los antisueros nativos, no 
absorbidos, se obtuvieron curvas m u y an­
chas, con una extensa meseta de precipi­

t o 200 300 
Ant ígeno H 

FlG. 2. Curvas de prccipilacuin de la arginasa del 
ant ígeno H por los sueros ami H y anti E preabsor-
bidos con suero h u m a n o normal ( 0 , 1 0 mi de ant i ­
suero incubado con volúmenes variables á: ant ígeno H ) . 

— i 1 [ 1 1 1 1 1 r 

• Suíro D i t . E 
o Suero anil H 

fig ZOO 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 
A n t í g e n o E 

FlG. 3 . Curvas de precipitación de la arginasa del 
ant ígeno E por los sueros anti H y anti E prcabsor-
bidos con suero h u m a n o normal ( 0 . 1 0 mi de antisue­
ro incubados con volúmenes variables de ant ígeno E ) . 

tación, que es propia de las mezc las de 
anticuerpos. Los sueros no absorbidos pre­
cipitaron en forma casi completa (98%) 
la arginasa de los ant ígenos por un efecto 
de coprecipitación. Con los sueros preab-
sorbidos, en cambio, una mayor cantidad 
de arginasa permaneció en solución y la 
fracción precipitada no sobrepasó un 80% 
de la arginasa presente . 

Para obtener cifras de actividad argi-
násica equivalentes y mensurables , el 
suero anti H, más rico en precipit inas an-
tiarginasa, se di luyó en proporción de 
1:4, ajusfándolo así al contenido del suero 
anti E, que sé empleaba s in diluir. Las 
reacciones de precipitación con ant ígeno 
E — c u y a actividad específ ica es 10 veces 
menor que la del ant ígeno H — requirie­
ron cantidades 10 veces mayores de aquel 
antígeno. 

Las reacciones se efectuaron con anti­
sueros absorbidos con suero humano nor­
mal y se determinó la distribución de la 
actividad arginásica en los precipitados y 
en los sobrenadantes , desde la región de 
exceso de anticuerpo hasta la región de 
exceso de antígeno. 
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T A B L A I 

Precipitación de arginasa hepática o eritrocíiica por los anticuerpos de 1,0 mi de suero de 
conejos inmunizados con preparaciones purificadas de arginasa 

A n t í g e n o A c t i v i d a d e n l a A c t i v i d a d e n e l p r e c i p i t a d o 
m e z c l a i n c u b a d a 

m g / m l U t o t a l e s U t o t a l e s % 

(1) ( 2 ) ( 3 ) (4) 

I . S u e r o A n t i H : 

E q u i v . ( * ) H 1,6 1 8 , 8 1 3 , 6 72 
E 2 4 , 0 2 8 , 0 1 3 , 6 4 9 

P . m á x . ( * * ) H 4 ,0 7 2 , 0 3 2 , 0 4 4 
E 4 8 , 0 7 7 , 0 3 0 , 4 3 9 

I I . S u e r o A n t i E : 

E q u i v . ( * ) H 0 ,4 1 1 , 4 6 ,1 5 4 
E 2 ,4 6 ,4 4 , 3 6 7 

P . m á x . ( * * ) H 0 ,6 1 7 , 9 8,0 4 5 
E 4 , 8 1 3 , 5 6 ,6 4 9 

(*) Equivalencia: m g d e a n t í g e n o q u e p r e c i p i t a n l o s a n t i c u e r p o s d e 1,0 m i d e a n t i s u e r o , 
d e j a n d o e l m e n o r e x c e s o d e a r g i n a s a y d e a n t i c u e r p o s a n t i - a r g i n á s i c o s e n e l s o b r e ­
n a d a n t e . 

(**) Precipitación máxima: m g d e a n t í g e n o q u e i n c u b a d o s c o n 0 , 1 m i d e a n t i s u e r o r i n d e n 
l a m a y o r a c t i v i d a d a r g i n á s i c a e n e l p r e c i p i t a d o . 

En las mezclas de ant ígeno H y suero 
anti H, los sobrenadantes contenían el me­
nor exceso de arginasa y de su anticuerpo 
cuando la razón m g de a n t í g e n o / m l de 
anticuerpo fue 1,6. Este punto central de 
equivalencia se encontraba separado del 
punto de precipitación m á x i m a que co­
rrespondía a una razón 4. 

En las incubaciones de antígeno E con 
suero anti E, el punto central de equi­
valencia corresponde a una razón 2,4 y el 
de precipitación m á x i m a a una razón 4,8. 

Estos resultados aparecen en las Figs. 
2 y 3, donde también se representan las 
reacciones de precipitación entre anti­
sueros y ant ígenos heterólogos. El suero 
anti H posee una alta actividad precipi­

tante sobre la arginasa contenida en e l 
ant ígeno E. La zona en que el exceso de 
arginasa y anticuerpo es menor corres­
ponde a una relación de 24 m g de antí­
geno E por 1 m i de antisuero H y el punto 
de m á x i m a precipitación a una razón 48. 

El suero anti E —or ig ina lmente más 
rico en anticuerpos inespecí f icos— t iene 
una acción precipitante baja sobre e l an­
t ígeno H. La zona de equivalencia corres­
pondió a una razón 0,4 y el punto de pre­
cipitación m á x i m a a una razón 0,6. 

Estos resultados están resumidos e n la 
Tabla I, en la cual se indica la cantidad 
total de arginasa presente en las diferen­
tes mezclas de incubación, la fracción de 
la enzima combinada a los anticuerpos y 
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la proporción en que uno y otro suero pre­
cipitaron la act ividad arginásica de uno y 
otro ant ígeno, a n ive l de las regiones de 
equiva lenc ia y de precipitación máx ima . 
En ella puede observarse que, a pesar de 
la intensa precipitación heteróloga, los 
anticuerpos propios de cada antisuero 
poseen una relat iva especificidad. El sue­
ro anti H precipitó regularmente una ma­
yor proporción de arginasa de su antíge­
no H homólogo, que de su ant ígeno E 
heterólogo. Por el contrario, el suero anti 
E precipitó en mayor proporción argina­
sa eritrocítica que arginasa hepática. 

Absorción parcial de los anticuerpos con 
antígeno homólogo o heterólogo. 

La absorción se lect iva de uno de los 
anticuerpos ex i s tentes en un suero de es­
tructura inmunitaria compleja por un an­
t ígeno definido que lo extrae , permite 
identif icar y dist inguir anticuerpos s imi­
lares que dan reacciones cruzadas. La ab­
sorción parcial modif ica las razones en 
que los diversos anticuerpos están presen­
tes en el antisuero nat ivo. Pol lock (5 ) 

hizo una bri l lante aplicación de este mé­
todo cuando demostró la identidad de las 
penici l inasas const i tut iva e inducida de la 
cepa 569 de Bacillus cereus y su no iden­
tidad con la penici l inasa const i tut iva de 
otras cepas. 

a) Absorción parcial de los anticuer­
pos del antisuero H por el antígeno H. El 
ensayo se efectuó incubando 1,0 m i de 
antisuero H no absorbido con 50 o 250 
ug de ant ígeno H y determinando en los 
sobrenadantes la acción de los anticuer­
pos remanentes . Con este objeto, una vez 
separados los precipitados, se analizó la 
presencia de precipit inas anti-arginasa re­
siduales en diversos vo lúmenes de los so­
brenadantes e incubados con 25 \ig de an­
t ígeno H o con 125 ¡.ig de ant ígeno E. 
Los resultados (Fig. 4 A ) muestran que el 
ant ígeno H absorbió preferentemente la 
precipit ina antiarginásica hepática y en 
escala más restringida la precipit ina anti-
arginasa eritrocítica. 

b) Absorción parcial de los anticuer­
pos del antisuero E por el antígeno E. Ex­
per imentos s imilares se efectuaron absor-

S u e r o a n t i H 

i 

S u e r o a n i l E 

O 5 0 H, 1 5 0 E O 1,5 E , 1 5 0 E 

- » 5 0 H , 2 5 H - - " " o - • 0 , 7 5 E , 2 5 H -
* 2 5 0 H , 1 5 0 E i • 0 , 7 5 E ; 1 5 0 E p ' / 

a 2 5 0 H , 2 5 H / / p 1,5 E , 2 5 H 

-

/ / 
P / / , 

/ 
/ 

/ / f 

/ • . / 
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Suero parcialmente a b s o r b i d o con ant igeno 

FlG. 4 . T a n t o por ciento de arginasa precipitada p o r los ant icuerpos que quedan en los 
sobrenadantes de antisueros que han sido parcialmente absorbidos por sus ant ígenos h o m ó ­
logos. Los sobrenadantes fueron ensayados con 25 u,g de an t ígeno H o con 150 |xg de an­
t ígeno E. A ) suero anti H absorbido con 5 0 o 2 5 0 \í% de an t ígeno H p o r mi de suero. 

B) suero anti E absorbido con 0 ,75 o 1,5 mg de an t ígeno E por mi de suero. 
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Suero parcialmente absorb ido con ant igeno 

FlG 5 . T a n t o por ciento de arginasa precipitada por los ant icuerpos que quedan en los 
sobrenadantes de antisueros que han sido parcialmente absorbidos p o r sus ant ígenos he teró-
logos. Los sobrenadantes fueron ensayados con 25 |xg de an t ígeno H o con 150 (ig de 
ant ígeno E. A ) suero anti H absorbido con 1,5 o 3,0 mg de ant ígeno E p o r mi de suero. 

B) suero ant i E absorbido con 2 5 o 25 0 \ig de an t ígeno H p o r mi de suero. 

biendo los anticuerpos de 1,0 m i de anti­
suero E con 0,75 o con 1,5 m g de ant ígeno 
E. En diversos v o l ú m e n e s de los sobrena­
dantes se analizó la proporción de anti­
cuerpos res iduales incubándolos con 25 
\ig de ant ígeno H o con 125 u.g de ant ígeno 
E. Los resultados (Fig . 4 B ) muestran que 
cuando se emplearon v o l ú m e n e s adecua­
dos de sobrenadantes (correspondientes 
a más de 50 ul de ant isuero) q u e conte­
nían una cantidad suf ic iente de anticuer­
pos residuales , el ant ígeno E absorbió en 
mayor proporción los ant icuerpos dirigi­
dos contra arginasa eritrocítica. 

c) Absorción parcial cruzada de los 
anticuerpos del antisuero H por el antí­
geno E. La absorción se practicó incuban­
do 1,0 m l del suero anti H con 1,5 o con 
3,0 m g de antígeno E. Los anticuerpos 
contenidos en diversos v o l ú m e n e s de los 
sobrenadantes se prueban e n su acción 
precipitante sobre 25 (xg de ant ígeno H o 
125 \ig de antígeno E. La absorción de los 
ant icuerpos del suero anti H con 3 m g de 
antígeno E fue casi completa . Empleando 
como absorbente 1,5 m g de antígeno E, 
los anticuerpos res iduales contenían una 
mayor proporción de precipit inas dirigi­

das contra la arginasa eritrocítica que 
contra la arginasa hepática (Fig . 5 A ) . 
Sin embargo, si se comparan estos valores 
con los de la absorción homologa (Fig . 
4 A ) se aprecia que el ant ígeno E posee, 
en todo caso, una capacidad absorbente 
l igeramente superior para las precipit inas 
anti-eritrocíticas. 

d) Absorción parcial cruzada de los 
anticuerpos del antisuero E por el antí­
geno H. Cuando 1 m i de suero anti E fue 
absorbido por 250 u.g de ant ígeno H, los 
anticuerpos contra la arginasa hepática 
fueron removidos especí f icamente y el 
suero quedó proporcionalmente enrique­
cido en anticuerpos contra la arginasa 
eritrocítica. El resultado fue notable cuan­
do se ensayaron v o l ú m e n e s de sobrena­
dantes equivalentes a 12,5-50 ul del anti­
suero nativo. El m i s m o fenómeno, menos 
pronunciado, se observó cuando se e l imi­
naba una m e n o r cantidad de anticuerpos, 
empleando 25 \ig de ant ígeno H (Fig . 

5 B ) . 
Las observaciones anteriores señalan 

que el uso de la técnica de las absorcio­
nes parciales es del icado. Las relaciones 
entre el ant ígeno absorbente y los anti-
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cuerpos absorbidos deben ser ensayadas 
empír icamente , procurando ubicar la zo­
na crít ica en que la remoción se lect iva 
de anticuerpos s imilares se manif iesta en 
forma que permite una discriminación. 

D I S C U S I Ó N 

Las propiedades enzimológicas de la ar­
ginasa hepática y de la arginasa eritrocí-
tica son m u y parecidas ( 1 ) . Con el pro­
pósito de establecer con precis ión la iden­
tidad o no identidad estructural de estas 
enzimas, se recurrió al estudio de sus 
propiedades inmunológicas . El análisis t ie­
ne como l imitación el carácter de los an-
t ígenos empleados , que fueron prepara­
ciones purificadas de arginasa — y no en­
zimas puras— que evocan en el conejo 
la producción de un anticuerpo específico 
antiarginasa y de otros anticuerpos diri­
gidos contra las prote ínas contaminantes . 
Esta dificultad puede ser superada en 
parte mediante la depuración de los anti­
sueros absorbiendo los anticuerpos ines-
pecíficos con las proteínas d e l suero nor­
mal que no cont iene arginasa. Por otro 
lado, la alta actividad enzimática de los 
ant ígenos permite determinar en forma 
específ ica su componente arginasa, pues 
se dispone de un método preciso y sensi­
ble para medir la act ividad de la enzima. 

La arginasa no se inact iva cuando se 
combina con los anticuerpos homólogos y 
heterólogos . Los resultados obtenidos en­
sayando la actividad enzimática a pH 8,9, 
se repit ieron y confirmaron ensayándola 
a pH 7,4 con el objeto de evi tar una po­
sible inf luencia de un medio fuer temente 
alcalino sobre la disociación de l complejo 
antígeno-anticuerpo. Por cons iguiente , los 
grupos que determinan la antigenicidad 
de la molécula enzimática son distintos 
de los grupos que const i tuyen su centro 
activo. 

Las pruebas de precipitación demues ­

tran que ios anticuerpos producidos en el 
conejo por cualquiera de los antígenos, 
precipitan tanto la arginasa hepática co­
mo la arginasa eritrocítica. La forma de 
las curvas de precipitación sugiere que el 
antisuero E (preabsorbido con suero nor­
mal) t iene menor cantidad de anti-argi-
nasa que el antisuero H preabsorbido, pe­
ro que en aquél este anticuerpo se en­
cuentra más puro, mezclado con menor 
número y cantidad de anticuerpos inespe-
cíficos. 

La distribución de la arginasa en los 
precipitados y en los sobrenadantes indica 
que el complejo antígeno-anticuerpo es so­
luble en exceso de antígeno y es incom­
p le tamente precipitado en exceso de anti­
cuerpos. Esta ú l t ima característica, que 
es propia de las reacciones de f loculación 
en suero de caballo, no t iene una explica­
ción clara. Es posible que la presencia 
de otros anticuerpos y otros complejos 
modif ique la disociación del complejo 
arginasa-antiarginasa o que este ú l t imo 
sea re lat ivamente so luble en exceso de 
anticuerpos. 

El análisis de la acción precipitante de 
cada ant isuero sobre la arginasa homolo­
ga y heteróloga (Tabla I ) a n ive l de re­
giones próximas a la equivalencia y a la 
precipitación máx ima , reve la que cada 
antisuero precipita regularmente una pro­
porción más alta de su arginasa homologa 
y una proporción más baja de la arginasa 
heteróloga. Estos resultados sugieren que 
los anticuerpos provocados en el conejo 
por la inoculación de preparados de argi­
nasa hepática o eritrocítica no son idén­
ticos, a pesar de que presentan una estre­
cha s imil i tud y dan reacciones cruzadas. 

Esta conclusión aparece reforzada por 
el análisis de los exper imentos de absor­
ción parcial de los anticuerpos, que se hi­
cieron empleando dos dosis de antígeno, 
y comparando, en un segundo t iempo, la 
acción precipitante de los anticuerpos re­
siduales sobre la arginasa hepática y la 



I N M U N O L O G Í A DE A R G I N A S A S 45 

arginasa eritrocítiea. Los efectos de la 
absorción de cada antisuero con su antí-
geno homólogo o heterólogo demues tran 
que ex is te una se lect iv idad relativa, es 
decir, que un determinado ant ígeno re­
m u e v e del antisuero una mayor propor­
ción de su ant icuerpo homólogo que de l 
anticuerpo heterólogo. Sin embargo, si se 
emplean cantidades suf ic ientemente altas 
de antígenos, sobreviene una e l iminación 
completa de los anticuerpos tanto homó­
logos como heterólogos . 

El conjunto de estos resultados sugiere 
fuer temente que las proteínas enzimáti-
cas con actividad arginásica producidas 
en el hígado y en los glóbulos rojos hu­
manos, no diferenciables por sus propie­
dades cinéticas, son, sin embargo, proteí­
nas que difieren en a lgún detal le de su 
estructura molecular, a n ive l de sus de­
terminantes antigénicos. 

Con el objeto de c imentar esta conclu­
sión, se continuará el análisis inmunoquí-
mico de estas proteínas, empleando mé­
todos de m a y o r poder resolut ivo, como la 
inmunodifus ión y la inmunoelectrofores is 
en gel de agar. 

S U M M A R Y 

The kinet ic properties of l iver and ery­
throcyte h u m a n arginases are quite simi­
lar. In order to make clear the ident i ty 
or non ident i ty of these enzymat ic pro­
teins, immunochemica l studies w e r e un­
dertaken. I m m u n e sera w e r e produced in 
rabbits by the inject ion of purif ied pre­
parations of argüíase extracted ei ther 
from h u m a n l iver or red blood cel ls . Non 
specific antibodies produced by the con­
taminant proteins in the preparations can 
be substant ial ly removed by preabsorp-
tion of the antisera w i t h h u m a n normal 
serum. Ant ibodies against arginase w e r e 
purified fo l lowing this procedure. 

Ant i serum against e i ther hepatic anti­
gen o r erythrocyte ant igen precipitated 
the arginase ex is t ing in these antigens. 
Ant i -H serum is richer in arginase anti­
bodies than anti-E serum (Table I, col­
u m n 2). 

Arginase w a s not inact ivated by com­
binations w i t h homologous or heterol­
ogous antibodies (Fig. 1) sugges t ing that 
the active center of the e n z y m e is not 
implicated in this immunolog ica l reac­
tion. 

The quant i tat ive precipitat ion of l iver 
o r erythrocyte ant igens b y their homolo­
gous or heterologous antisera (Figs . 2 
and 3 ) indicates a c lose relat ionship bet­
w e e n the molecular structure of these ar­
ginases. Notwi ths tanding , analyses of the 
direct and crossed reactions at the equiv­
alence and m a x i m a l precipitat ion zones 
demonstrated that the antibodies present 
in each serum are preferent ia l ly active 
against homologous arginase. 

Partial absorption of antibodies by their 
homologous or heterologous antigens also 
y ie lded consistent results (Figs . 4 and 5 ) . 
Hepatic ant igen added to any antisera 
removed predominant ly the antibody di­
rected againts l iver arginase. Erythrocyte 
antigen, on the other hand, removed pre­
ferential ly the antibody combining w i t h 
erythrocyte arginase. 

These exper imenta l results a l low to 
conclude that proteins w i t h arginase acti­
v i ty extracted and purified from human 
l iver and erythrocytes have different 
amino acid res idues in their antigenic 
determinants , and that, in consequence , 
they are not structural ly identical . 

The non ident i ty of l iver and erythro­
cyte arginase suggests that these e n z y m e s 
are independent ly synthet ized in cel lular 
sys tems e n d o w e d w i t h the same genet ic 
const i tuents in different functional acti­
vit ies. 
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