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1. INTRODUCCION.

Aunque la quimica de las proteinas ha expe-
rimentado en los tltimos afios un considerable
avance, nos quedan todavia por conocer una se-
rie de problemas de capital importancia rela-
cionados con la exacta composicién de estos ma-
teriales. Hasta tal punto llega nuestro desco-
nocimiento sobre la constitucién de la molécu-
la, que hoy por hoy nog es imposible establecer
divisiones entre muchos grupos de proteinas,
teniendo s6lo en cuenta los aminoéacidos que la
constituyen, ya que si bien es cierto que mu-
chas veces tenemos noticias exactas sobre las
diferentes clases de los mismos que entran a
constituirla, desconocemos, en cambio, su dis-
posicién y las veces que se repiten para formar
dicha molécula.

Por este motivo es 16gico que los investiga-

dores hayan buscado otra serie de metodos para
poder establecer diferenciaciones entre las di-
versas moléculas proteicas. La mayoria de ta-
les métodos se basan en las curiosas propieda-
des fisicas que éstas presentan, y en el razona-
miento de que a pequenas variaciones en el or-
den de estas propiedades deben de corresponder
también variaciones en su constitucién quimica.

Para tales fines se han empleado principal-
mente tres métodos: la precipitacion por las so-
luciones salinas, la ultracentrifugacion y, mas
recientemente, la electroforesis.

El primero de ellos tiene su fundamento en
que, siendo las proteinas coloides hidréfilos, es
decir, con tendencia a combinarse con las molé-
culag de agua, la solidez de esta union debe de
ser diferente, segin la constitucién quimica de
cada una de ellas. Si a una solucién de protei-
nas afiadimos soluciones salinas de variable
concentracion, las proteinas irdn precipitando-
se con arreglo a su diferente grado de hidrofi-
lia y en intima relacién con la concentracién de
la sal empleada, la cual actia privando a di-
chas proteinas de su agua de hidratacion. Aun-
que estos métodos han sido muy empleados, esta
universalmente reconocido que las fracciones
por ellos obtenidas no llenan el criterio necesa-
rio para establecer entre las mismas individua-
lidades quimicas perfectas. Refiriéndonos con-
cretamente al caso de las proteinas plasmaticas
consignadas por estas técnicas, nos damos cuen-
ta que son tan variables y numerosas las obte-
nidas, que es imposible concebir a estas frac-
ciones como preexistentes en el plasma. Estas
razones llevaron a BLOCK * a considerar que con
respecto a las proteinas del plasma no debemos
hablar de diferentes fracciones en sentido qui-
mico, sino simplemente de estados variables de
agregacion de una misma proteina, a la que él
denominé “oresina’”. De igual manera SORENSEN *
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concibe a las proteinas plasmaticas como for-
mando parte de un sistema compuesto por agru-
pamientos disociables y reversibles, sospechan-
do que muchas de las fracciones obtenidas por
los métodos de precipitacién representan tan
s6lo un artificio de la téenica.

Un paso més en el conocimiento de estos pro-
blemas se obtuve mediante los trabajos de
SVEDBERG y SJOGREN *, los cuales, sometiendo
soluciones de proteinas a la accién de un inten-
so campo centrifugo, lograron la separacion
de sus componentes con arreglo a la velocidad de
sedimentacién y en virtud de ésta, llegar a co-
nocer el peso molecular de las proteinas obte-
nidas. Aunque este método ha venido a infor-
marnos sobre una serie de hechos de gran im-
portancia, la exactitud de sus conclusiones tam-
poco puede servir como criterio diferencial, ya
que se sabe que cuando una albimina con peso
molecular elevado es sometida a la accién de una
débil soluciéon de urea, se descompone en una
serie de fragmentos de menor peso molecular,
de tal forma, que las proteinas que con este mé-
todo presentan grandes pesos mcleculares, es
muy verosimil que puedan ser tan sélo la agru-
pacion de particulas micelares mas pequenas.

El ultimo y tercer método, conocido con el
nombre de electroforético, se funda para esta-
blecer la diferenciacion entre las moléculas de
proteinas en la diferente velocidad de emigra-
cion que las mismas presentan en relacién con
la intensidad de su carga eléctrica cuando son
sometidas al influjo de un campo eléctrico.

Si en un recipiente de vidrio lleno de agua
existen ciertas particulas, tales como burbujas
de aire, gotitas de aceite, hilos de vidrio, polvo
de 6xido férrico, ete., y a su través hacemos pa-
sar una corriente eléctrica, podremos ver con
facilidad dos series de hechos: 1.* Que mien-
tras las particulas de éxido férrico se dirigen
hacia el polo negativo, lag restantes marchan
hacia el positivo; y 2." Que la velocidad de emi-
gracion es diferente de unas a otras.

Si ahora anadimos una solucion de gelatina
ligeramente alcalina, las particulas antes con-
sideradas, y en virtud de un fenémeno de ten-
sion superficial, seran envueltas por dicha sus-
tancia, de tal manera, que podremocs ver ¢c6mo
el 6xido de hierro, cambiando de direccién, se
dirige al igual que las otras particulas hacia el
polo positivo, y que, al contrario de lo que an-
tes ocurria, en esta nueva situacién todas pre-
sentan igual velocidad.

En suma, pues, estos fenomenos vienen a de-
mostrarnos que las sustancias antes considera-
das en suspension, estan poseidas de una carga
eléctrica de signo contrario al del polo hacia el
cual se dirigen, y que la naturaleza de esa car-
ga lnica y exclusivamente depéende de la que se
encuentre en su superficie. Como por otro lado
cuando las particulas estan incluidas en la ge-
latina presentan todas la misma velocidad, es
indiscutible que ésta depende Unicamente de la
intensidad de la carga y que es invariable, den-
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tro de ciertos limites, cualquiera que sea e] tg. |
mano y la forma de la particula.

Si continuando el experimento anadimos ung
pequenia cantidad de acido, podremos ir viendg
como las particulas disminuyen de velocidad g
medida que la cantidad de acido es mayor; llegy
un momento en el que se paran, v mas tarde, g
continuamos agregando acido, las veremos po-
nerse de nuevo en marcha hacia el polo negativo,

En resumen, pues, lo que nosotros hemos con-
seguido al anadir el Acido ha sido cambiar lg
carga eléctrica de la proteina de negativa a po-
sitiva, habiendo pasado por una zena de deter-
minada acidez, en la que indiscutiblemente la
proteina carecia de carga eléctrica, ya que no
presentaba ningun desplazamiento, es decir, es
tibamos en su punto isoeléetrico.

Estos fenémenos que hemos descrito consti-
tuyen el fundamento del métedo que deseribi-
mos, ya que los mismos hechos que hemos se-
nalado para la gelatina pueden ser ampliados
para el resto de lag proteinas.

La curiosa conducta eléctrica de todas las
proteinas viene dada por la especial constitucion
de los aminoacidos que entran a formar su mo-
lécula. Como es bien sabido, podemos represen-
tar esquematicamente un aminoacido como res-
pondiendo a la férmula general:

R .CH.COOH

NH,

La existencia en la molécula de estos cuerpos
de un grupo acido (carbcxilico) v otro basico
(aminico) les confiere caracteristicas especia-
les, ya que de esta manera pueden actuar como
bases o acidos, segin la reaccién del medio en
que se encuentren situados.

Teniendo en cuenta que lag proteinas no son
mas que asociaciones de grupes—-en general muy
numerosos—de aminoacidos, es indiscutible que
tienen que participar también de la propiedad
antes indicada. La asociacion de los diferentes
acidos aminados para dar lugar a la constitu-
cién de la molécula proteica se realiza mediante
la llamada unién peptidea entre los grupos ami-
nicos de unos y carboxilicos de otros, de tal ma-
nera, que una molécula de proteina cuando en
su constitucién no entran mas que acidos mo-
noaminomonocarboxilicos, puede ser represen-
tada mediante la férmula:
NH, . R, . CO — NH. Ry 00 .aovsii: . NH.R,.COOH
es decir, que debe ewistir un grupo aminico en
uno de sus extremos y un grupo carboxilico en
el otro, de tal manera, que en virtud de lo que
antes deciamos, es indiscutible que cuando esta
proteina se encuentre en un medio alcalino serd
el grupo carboxilico el que estard eléctricamen-
te cargado, y cuando la situemos en un medio
acido, sera el radical aminico el responsable de
la carga eléctrica.

Ahora bien, €l ejemplo que antes hemos pues-
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to constituye tan soélo una reduccion a la ma-
xima sencillez de lo que es una molécula protei-
ca, ya que, teniendo en cuenta que muchos ami-
noacidos poseen mas de un grupo aminico ¢ car-
boxilico, en virtud de la existencia de una serie
de cadenas laterales es facil de comprender que
las posibilidades de asociacién para constituir
la molécula de la proteina han de ser multiples,
y en su consecuencia, el nimero de radicalgs
activamente cargados sera variable con el nu-
mero y ordenacion de los aminoécidos en el inte-
rior de dicha molécula,

Teniendo en cuenta todo lo que hemos dicho,
es indiscutible que si nosotros, en virtud de los
fenémenos electroforéticos podemos determinar
la velocidad de emigracion de una proteina ha-
cia uno de los polos—Ila cual al fin y al cabo,
como hemos visto, sélo depende de la intensidad
de la carga eléctrica de la misma—, tendremos
en la mano un método para poder decir que si
dos proteinas estudiadas bajo los mismas con-
diciones experimentales, no presentan igual ve-
locidad de emigracion, su férmula quimica no
puede ser tampoco la misma, ya que en defini-
tiva esa diferencia de velocidad observada viene
a decirnos que el numero de radicales (aminicos
o carboxilicos) activamente cargados en su mo-
lécula (y en su consecuencia los aminoacidos que
la forman) tienen que ser diferentes.

2. EL METODO.

Aunque han sido muchos los métodos des-
critos para poder observar la emigracién de las
proteinas sometidas a la accion de un campo
eléctrico, aqui s6lo hemos de describir la téc-
nica seguida con el aparato de TISELIUS, por ser
el que mas aceptacion ha alcanzado.

En 1930, y posteriormente en 1937, TISE-
LIUS ** hizo la descripciéon de un aparato, fun-
dado en los conceptos fisicos que antes hemos
expuesto, para con €l llegar a establecer dife-
rencias entre las proteinas que forman una so-
lucion.

Este aparato consta esencialmente de dos par-
tes: por un lado, la llamada célula electrofo-
retica, y por otro, el sistema 6ptico destinado a
poner de manifiesto log desplazamientos que en
el interior de aquélla sufren las proteinas.

La célula esta formada esencialmente por un
tubo de vidrio en U, el cual, en virtud de un sis-
tema de dos placas de cristal, puede ser dividi-
do en un compartimiento superior y otro infe-
rior. En este ultimo se coloca la solucién pro-
teica deseada, después de haber sido dializada
contra determinado puffer. Seguidamente, y va-
liéndose de los cristales horizontales perfora-
dos para permitir la comunicacién de los dos
compartimientos, se establece la separacion de
ambos mediante el deslizamiento de la parte
superior sobre la inferior, Este momento se
aprovecha para colocar en aquélla una solucién
puffer, de exacta composicién a la que utiliza-
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mos para la diélisis, e inmediatamente se lleva
la célula a un termostato con objeto de hacer
la observacion a temperatura constante. Se es-
tablece una corriente eléctrica por medio de dos
electrodos colocados en el puffer, ¥ seguidamen-
te se vuelve a establecer ]a comunicacion entre
los dos compartimientos de la célula, de tal ma-
nera, que ambas soluciones entran en contacto.

La corriente eléctrica establecida hace emi-
grar a lag proteinas y situarse en las ramas del
tubo U con arreglo a su velocidad de emigra-
ci6én, de tal manera, que pasado cierto tiempo
se dispondran en diferentes capas. Conseguido
esto, so6lo resta conocer la disposiciéq de las
mismas y la concentracién de la molécula en
ellas contenida. Para ello, y teniendo en cuenta
que los estratos formados constituyen para un
rayo luminoso un medio de refraccion diferente,

Fig, 1.—Esquema del efecto FoucAuLT-TOEPLER. (Tomade deé
ABRAMSON, MOYER y GORIN: “Electrophoresis of Proteins and
the Chemistry of Cell Surfaces”. Nueva York, 1942.)

bastard disponer de un sistema O6ptico adeeua-
do para que la desviacién luminosa pueda ser
observada.

En realidad, todos los métodos empleados
para conocer la emigraciéon de una proteina en
un campo eléctrico se fundan en el principio
optico de FoucauLt, adoptado por TOEPLER para
observar pequenas variaciones en €l indice de
refraccion de dos medios diferentes. Siguiendo
el esquema de la figura 1, podremos darncs
cuenta del fundamento de este principio. El
triangulo a, b, ¢, representa una abertura de
esta forma hecha sobre una superficie ilumina-
da. La lente mn proyecta una imagen real de
dicho triangulo en @', ¥’, ¢’ y F representa un
objetivo enfocado en la superficie de dicha len-
te, de tal manera, que en €l la imagen de la
misma ge presenta invertida: m’n’. Finalmente
el diafragma AB, con su borde paralelo a @, b’,
puede ser movido en la direccion de la flecha.

Si ahora deslizamos este diafragma lentamente :

hasta la linea a'b’, podremos ir viendo como a
cada nueva posiciéon del mismo el objetivo pier-
de luminosidad de manera hcmogénea y unifor-
me. Asi, por ejemplo, cuando el diafragma cu-
bra el punto ¢’, el objetivo deberia perder lumi-
nosidad en el punto m’, ya que el rayo mec’ ha
sido suprimido. Sin embargo, si reparamos en
la figura, veremos que cémo también para esta
posicion del diafragma el rayo ne’ queda inter-
ceptado, €l punto n’ debe asimismo disminuir
en luminosidad, y de igual forma podriamos
razonar para una serie de puntos responsables
de la iluminacion del objetivo. En resumen, a
cada nuevo descenso del diafragma AB la su-
perficie del objetivo va perdiendo claridad de
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manera uniforme, hasta que llegado el momen-
to en el que la linea @’b’ sea alcanzada la super-
ficie del mismo debe mostrarse completamente
oscura, ya que todos los rayos han sido supri-
midos. Esta tltima posicién del diafragma se
conoce con el nombre de “posicién sensible”.

El fenémeno descrito se altera cuando parte
de los rayos son desviados del camino normal
senialado. Supongamos un pequefio prisma, E,
situado en la lente, el cual produce una desvia-
cién de los hayos hacia abajo y da lugar a la
aparicién de un nuevo triangulo en «, 8, v. Si
entonces nosotros colocamos el diafragma en
su posicion sensible, atin pueden pasar parte
de los rayos desviados por E, y como el

"
i
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mento, ya que ademas la mayoria de los diagrg.
mas que acompainamog estan obtenidos con dj.
cha téenica.

La figura 2 representa esquematicamente Jg
marcha de los rayos. La luz (de izquierda a de-
recha), después de pasar por una hendidura ho-
rizontal, hecha en una lamina no representada
en la figura, atraviesa primero la célula Z, en
la cual se encuentra la solucion de proteinag
sometida a la accién de una corriente eléctrica,
vy en la que se han representado en forma de
pequenas lineas curvas, hipotéticas capas de
proteinas. Mas tarde los rayos luminosos vienen
a reproducir en la placa SP, y por efecto de la
lente SK, la imagen de la hendidura que prime-
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Fig. 2—Esquema de la marcha de los rayos para obtener diagramas segin el método de PHiLror-SvEnssoN. (Tomado

de E., WIEDEMANN.)

objetivo se encuentra enfocado en la lente, el
punto e, correspondiente en su superficie a la
imagen del prisma donde los rayos son desvia-
dos, aparecerd como iluminado sobre fondo os-
curo, Por el contrario, si el prisma es colocado
con su base hacia m, de tal manera que los ra-
yos sean desviados hacia arriba, entonces nos
serd posible interceptar parte de sus rayos sin
que el diafragma interrumpa ninguno de la ima-
gen &'b’c En esta nueva situacion es facil
comprender que el punto e del objetivo se mos-
trara oscuro sobre el fondo iluminado de la su-
perficie del objetivo.

Valiéndose de este principio es como TISE-
LIUS ** pudo hacer sus primeras descripciones
sobre las proteinas del plasma, y sus diagramas
entonces no consistian mas que en una serie de
bandas sucesivamente claras y oscuras que re-
presentaban los diferentes indices de refraccion
suministrados por las capas de proteinas.

Posteriormente han aparecido dos técnicas
mas en lo que se refiere al dispositivo Optico:
por un lado, la de LONGSWORTH *7, que propor-
ciona los diagramas en forma de una superficie
curva, negra, sobre fondo claro, y la técnica de
PHILPOT-SVENSSON 1% que proporciona los dia-
gramas en forma de una linea curva, blanca, so-
bre fondo negro.

Por ser este Gltimo método el empleado por
WIEDEMANN, bajo cuya direccion trabajamos,
daremos una somera descripcion de su funda-

ramente han atravesado. Como la placa SP esta
provista de una abertura diagonal, sélo parte
de estos rayos podran atravesarla para venir a
cruzar €l objetivo O, la lente cilindrica ZY y
proyectarse en el cristal esmerilado M, donde
pueden ser fotografiados. Lo mas dificil de com-
prender de este esquema es la aceién de la lente
cilindrica ZY. Para darse cuenta de su efecto es
necesario saber que su eje es vertical y tener
siempre en cuenta la marcha de los rayos que la
atraviesan, tanto en sentido vertical como ho-
rizontal. Si consideramos los rayos que cruzan
dicha lente en un solo plano horizontal, la re-
sultante de los mismos es la reunién de todos
ellos en un punto, pero como en realidad la len-
te es atravesada por numerosos planos horizon-
tales de rayos, facilmente comprenderemos que
en definitiva su efecto sera la formacién de una
linea luminosa y vertical en el vidrio M.

Si en el esquema seguimos la marcha de los
rayos 1, 3, 5, que cruzan la célula electroforéti-
ca a diferente altura, pero atravesando medios
de igual indice de refraccion, veremos que, vi-
niendo a proyectarse sobre la superficie SP y
atravesando algunos su hendidura, eruzan el ob-
jetivo O y la lente cilindrica ZY para terminar
sobre el vidrio M y dar lugar a 1, 2’, 3’, es
decir, a puntos que estian gituados en la misma
linea vertical, y como en realidad esto es tan
s6lo una representacion esquemética del name-
ro infinito de rayos que tenemos, facilmente se
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comprende que en las condiciones experimen-
tales verdaderas la marcha de tales rayos da
lugar a una linea luminosa vertical, que consti-
tuye la linea basal, que puede ser vista en lcs
diagramas que acompanamos.

Si ahora tenemos en consideracién el rayo 2,
que atraviesa en la célula una capa de proteinas
y, por lo tanto, con distinto indice de refrac-
ci6én, podemos darnos facilmente cuenta de. que
no siguiendo hasta la superficie SP el mismo
camino que los anteriores, y en virtud de la
orientacion oblicua de su hendidura, el lugar
de incidencia en la lente cilindrica ZY es tam-
bién diferente y, por lo tanto, su proyeccién
en M se apartard de la linea basal en una dis-
tancia tal, que esti siempre en relacién con el
grado de desviacién que ha sufrido en la célula.
Como las capas de proteinag formadas no tie-
nen en toda su altura la misma concentracién,
de aqui que la serie de rayos que las atraviesan
den lugar a una linea curva que corresponde a
la representacion de sucesivos y ligeros cambios
de concentracion de la proteina que se encuen-
tra dispuesta en aquella capa.

La marcha del método, prescindiendo de de-
talles que sélo interesan al técnico, es como si-
gue: colocada, segin antes hemos indicado, la
célula electroforética en el termostato, y esta-
blecida la corriente eléctrica, es preciso esperar
un tiempo determinado para lograr la separa-
cion de las diferentes proteinas.

Este tiempo es muy variable, pero en gene-
ral, cuando se trabaja con proteinas del plasma
y empleando una corriente en la célula de 7 mi-
liamperios y 98 voltios, al cabo de 7.000 a 9.000
segundos la separacién de las fracciones da lu-
gar a una imagen perfecta y fécil de inter-
pretar.

Obtenido el diagrama, se hace una fotografia
del mismo, y s6lo queda por determinar la ve-
locidad de emigracion de lag diferentes fraccio-
nes y la concentracién de las mismas.

Mediante aparatos con un sistema 6ptico muy
perfecto podemos llegar a conocer la cantidad
ajbsoluta de proteinas contenidas en la solucién:
sin embargo, la mayoria de las veces se prefie-
re hacer una determinacién quimica de la pro-
teina total y hallar en el diagrama los valores
de las diferentes fracciones, ya que es preciso
tener en cuenta que el area limitada por cada
onda'es proporcional a la concentracién de la
prc-temla que representa. Para conseguir esto
bastarf:t. mediante un planimetro, determinar la
superficie limitada, y facilmente obtendremos la
concentracion de cada una de las fracciones.

_La observacién de algunos diagramas obte-
nidos con la téenica de PHILPOT-SVENSSON per-
mite comprobar que muchas de las curvas no
llegan a la linea basal debido a que las capas
de proteinas en la célula, en el tiempo emplea-
do, no se han separado perfectamente, de tal
manera, que €l final de una de ellas entra en
contacto o se superpone en un pequeno espacio
con la siguiente. Indiscutiblemente si prolonga-
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ramos el tiempo de experiencia la separacion se
lograria, pero teniendo en. cuenta que si nos-
otros completamos la curva, es decir, hacemos
su extrapolacion, el resultado es €l mismo, no
es necesario recurrir a una pérdida de tiempo
innecesaria.

La velocidad de emigracion de las fracciones
se consigue con facilidad, ya que conocemos el
camino que han recorrido y el tiempo en ello
empleado. Ahora bien, como su velocidad es va-
riable con arreglo a una serie de factores, tales
como la conductibilidad del puffer, el pH y fuer-
za i6bnica del mismo, la intensidad de la corriente
empleada, ete., se ha preferido hablar, mejor
que de velocidad de una proteina, de movilidad
de la misma, es decir, de la velocidad obtenida
en funcién de los factores antes indicados, para
de esta forma poder coordinar los resultados
obtenidos por los diferenfes investigadores.

*® % ®

Las posibilidades de estudio de este métodp
han sido resumidas por LONGSWORTH de la si-
guiente forma: )

1> Es aplicable al estudio de un gran nume-
ro de sustancias en solucién con peso molecular
alto.

2. Puede ser usado en el estudio de las mez-
clas de estas sustancias, de tal manera, que nos
permite conocer: a) EI nimero de sus compo-
nentes €léctricamente separables. b) El grado
de su homogeneidad eléctrica. ¢) La concen-
tracion; y d) La movilidad de los mismos.

3.° Permite la separacién en estado puro de
cada uno de los constituyentes de dicha mezcla.

4.° La movilidad de una determinada parti-
cula puede ser estudiada a cualquier pH.

5. Como el método puede ser empleado para
sustancias en diverso grado de concentracion,
puede utilizarse para conocer las reacciones en-
tre el solvente y las particulas o entre éstas y
otros cuerpos anadidos a la solucién.

En la presente revision no nos vamos a ocu-
par mas que de la electroforesis de las proteinas
humanas, ya que la descripcién de los hallazgos
en otros animales, de la importancia del méto-
do para el estudio de los virus, las proteinas y
vegetales, ete., nos llevaria fuera de nuestro pro-
posito. Tan sé6lo en algunos casocs citaremos bre-
vemente lo encontrado en algunos animales, con
objeto de aclarar los conceptos en lo que se re-
fiere a las proteinas humanas.

3. LAS PROTEINAS DEL PLASMA NORMAL,

En el ano 1905 HArDY * pudo comprobar di-
ferencias en la emigracion de las proteinas del
plasma cuando éstas eran estudiadas bajo la ac-
cién de un campo eléctrico. Este hecho, aunque
conocido por fisicos y bidlogos, no fué aplicado
para establecer diferenciacicnes entre las diver-
sas proteinas hasta los estudios de BENNHOLD 4,
el cual, sirviéndose de un método especial, indi-
co que las albiminas del suero juegan un gran
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papel como portadoras de otras sustancias en la
sangre. De igual manera, en 1930 TISELIUS *°
pudo comprobar que mientrag en la ultracentri-
fuga la globulina se comportaba como monodis-
persa, en la electroforesis aparecia como una
mezcla de proteinas. Perfeccionamientos de la
técnica electroforética llevaron a este mismo au-
tor.****", en 1937, a describir en ¢l suero del
caballo la existencia de cuatro componentes pro-
teicos: una albimina y tres globulinas, a las
que dio el nombre de globulinas «, £ y y. Estas
mismas fracciones fueron halladas por STENHA-
GEN ' en el suero del hombre, y por DEUTSCH,
GOODLOE, JAMESON, ALVAREZ ToSTADO y MO0O-
RE '%-20-21-51 en e] suero de algunos animales, si
bien en éstos se encuentran algunas diferencias
en sus diagramas electroforéticos en relacién
con lo descrito en el hombre. Asi, por ejemplo,
los citados JAMESON y ALVAREZ TOSTADO han se-
halado la dificultad de obtener la representa-
cién de la globulina « en la rata, sin duda al-
guna porque esta fraccion en el suero de tales
animales se encuentra en muy pequena concen-
tracion. En el perro, les trabajos de ZeLpiS y
ALLING ** han demostrado que la albimina emi-
gra con una velocidad superior a la del hombre
y que la globulina « se encuentra dividida en va-
rias fracciones, que se alteran con facilidad
cuando se practica la extraccion etérea de los
lipidos de estos sueros.

Posteriormente a estas primeras descripcio-
nes, STENHAGEN ** pudo demostrar, trabajando
con plasma humano, que el fibrinégeno puede
ser también representado en los diagramas, en-
contrandose su onda situada entre las globuli-
nas B y y. Que tal onda corresponde al fibriné-
geno se demuestra por el hecho de que €l plas-
ma de un mismo sujeto después de haber sido
coagulado no da lugar a la aparicién de este ac-
cidente. Los estudios de WIEDEMANN ** han ve-
nido a demostrar que la presencia del fibrinége-
no no altera la proporcién en que las demas
fracciones entran a formar parte de la mezcla
de proteinas plasmaticas, y han contribuido,
por tanto, a considerar a su onda representativa
en los diagramas electroforéticos como una in-
dividualidad propia.

Desde estas primeras descripciones hasta la
actualidad, una serie de perfeccionamientos en
la metédica y un mejor conocimiento de los fe-
némenos eléctricos de las proteinas nog han de-
mostrado que atin pueden distinguirse en el
plasma una serie de subfracciones de las pro-
teinas que antes hemos sefalado.

Con respecto a la alblimina, se sabia ya des-
de que ADAIR y TAYLOR ** lograron cristalizarla
del suero del caballo, que con toda seguridad no
se trataba de un cuerpo simple, ya que, por
ejemplo, MEEKIN ¢, trabajando con esta albiimi-
na pudo observar que cuando era concentrada
en presencia de #cido sulfiirico a pH 00 y a
temperatura de 25°, sélo se lograba la recrista-
lizacién de parte de ella, mientras que una de-
terminada cantidad persistia en solucién. Sin
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embargo, ni la ultracentrifuga * ni la electrofo. |

resis, hasta los trabajos de LUETSCHER **, habiap
logrado demostrar que la alblimina del plasmg
no fuera un cuerpo simple. Este Gltimo autor,
pensando que su division desde el punto de vis.
ta de su solubilidad s6lo se lograba cuando ge
operaba a pH 4,0, hizo la determinacién electro.
forética de la albimina cristalizada del caballg,
valiéndose de una solucién a este mismo pH, lo.
grando demostrar de esta forma que también en
la electroforesis su emigracién se hace en dog
componentes de diferente velocidad (A, — A)),
de los cuales el mas rapido representa el 6
por 100 dei tetal. Reproduciendo estas mismas
experiencias con albimina humana, ha llegado
a iguales conclusiones, logréndose en este Gltimo
caso una mejor separacion de ambos componen-
tes, debido a que su diferencia en la velocidad
de emigracioén es mayor que en el caso de la al-
biimina del caballo.

La realidad de estos dos componentes de la
albiimina ha podido ser comprobada por una se-
rie de hechoes, entre los que tenemos como maés
interesantes los siguientes. Liag fracciones obte-
nidas por el método de MEEKIN han podido ser
estudiadas por separado en e] aparato electrofo-
rético por MOYER y MOYER **, y comprobarse
que la movilidad y proporeién de ambas es la
misma que para las fracciones senaladas por
LuETscHER. Por otro lado, en un reciente traba-
jo de HocH y MORRIS *° se sefiala que la separa-
cién electroforética de estas dos fraccicnes se
logra también sin tener que recurrir a cambios
del pH, en el que generalmente se hacen las de-
terminaciones, y de esta forma, con un pH 8,0,
pero a condicién de prolongar el tiempo de ex-
periencia, puede verse emigrar a la albimina en
dos componentes de diferente velocidad. A las
seis horas se aprecia ya una irregularidad en la
curva v a las doce la separacion de las fraccio-
nes es completa.

Si bien esto es lo obtenido con suéros norma-
les, en los sueros patolégicos, tales como en los
de los neumonicos, WIEDEMANN * ha podido com-
probar en verios casos la emigracion de la al-
btimina en dos fracciones diferentes, sin tener
que recurrir tampoco ni a disminuciones en el
valor del pH ni a prelongaciones del tiempo de
experiencia, aunque bien eés verdad que tal se-
paracién se logra mas claramente cuando el pH
de 1a solucién es écido.

No cabe duda, pues, que en virtud de estos he-
chos hay que considerar a la albimina humana
como formada por dos fracciones diferentes, las
cuales, si bien es verdad que no pueden separar-
se electroforéticamente mas que a condicién de
aumentar el tiempo de la experiencia, es simple-
mente debido a que la movilidad de ambas es
poco diferente. Como ademés esta separacién se
consigue mejor a un pH 4cido, en realidad esto
viene a decirnos que en tales condiciones la mo-
vilidad de ambos componentes es muy diferente.
De igual manera debemos razonar para el fe-
némeno observado en la neumonia y quiza tam-
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bién en otras enfermedades, ya que sin duda al-
guna tales estados patologicos, a,}terap(_io la car-
ga eléctrica de ambas albiminas, facilita su se-
paracion al variarse por este motivo la movili-
dad de las mismas. La importancia del esT:udIO
de estas fraccciones no sélo se reduce a su iden-
tificacion, sino que en ciertos estados patologl-
cos, como en la nefrosis lipoidea y en la CIrTO-
sis, experimentan curiosas alteraciones de gran
interés, que mas adelante indicaremos.

De las diferentes fracciones globulinicas se
han descrito también una serie de subfracciones,
y asi la globulina « esti compuesta de e ¥
a,, la globulina f, de Bi, B. Y B y dela glqbu-
lina y se separan la v: ¥ la v.. En total, tenien-
do en cuenta el fibrinogeno, la electroforesis
permite hacer la separacion de las proteinas del
plasma en 10 componentes. 5

Tales fracciones no se han logrado poner aun
de manifiesto en una sola electroforesis, y su
conocimiento nos ha sido primeramente propor-
cionado por su hallazgo en ciertos sueros pato-
16gicos.

El que muchas veces estas subfracciones no
puedan ser representadas en los diagramas elec-
troforéticos no quiere decir que no existan en
el plasma, sino que su ausencia en aquéllos se
debe a la pequena concentracion en que se en-
cuentran, o bien a que la movilidad de las mis-
mas en el pH a que las estudiamos difieren poco
de las restantes, de tal forma, que solo prolon-
gando el tiempo de electroforesis pueden ser se-
paradas claramente. Muchas veces, por la sim-
ple observacién de un diagrama, estos diferen-
tes componentes parecen no existir en €l, y,
sin embargo, una cuidadosa extrapolacion de la
curva nos permite ponerlos de manifiesto. El
hecho de que su demostracion se logre mejor en
los casos patolégices es la consecuencia de que

Fig. 3.—(Tomada de WIEDEMANN.)

en ellos muchos suelen estar aumentados, y ade-
mas con frecuencia presentan cambios en la mo-
vilidad, que contribuyen también a una mejor
separacion.

Como ejemplo de todo esto que venimos di-
ciendo, mostramos algunos diagramas obtenidos
por WIEDEMANN con la téenica de PHILPOT-SVEN-
gsoN. La figura 3 @ corresponde a un suero nor-
mal. De izquierda a derecha las ondas corres-
ponden a la albimina y globulinas ¢, B ¥ v. En
la misma figura, b, puede verse cémo las glo-
bulinag representadas son cuatro, debido a que
se trata de un diagrama obtenido con plasma.
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Fl fibrinégeno se sitlia entre 1as fracciones By v-
Si reparamos con atencion en este diagrama,
podremos darnos cuenta queé €n ]la parte ascen-
dente de la onda correspondiente a la globuli-
na B existe un pequeno accidente, el cual, me-
diante la extrapolacion, se resuelve en una cur-
va completa, que representa la movilidad de la
fraccion pi.

La figura 4 corresponde a un caso de quiste

Erghssungeblatt fue Piipot-Uvaseng-Aulnahuen,

Yarnash Ba. J7/ 0 vou 14 I

s B

Lt

Athilgengsmenstar Bi P = 5.0 (s 38 ma)

Chentucn-pharaasrutiscees Ladorsiaria {Prof.re.A.Stell) der Sendos 4.3, Basel

Fig. 4 —(Tomada dé WIEDEMANN.)

hidatidico del higado, en el que existe un con-
siderable aumento de la globulina v, y en el que
ademas, mediante la extrapolacién, se logran
separar dos globulinas 8y dos y: la v+ ¥ 12 va

En los sujetos normales las cifras medias de
proteinas totales encontradas por WIEDEMANN
es de 7,26 gr. por 100, de las cuales 5,16 gr.
corresponden a la albimina y 2,10 gr. a las glo-
bulinas. Dentro de éstas la reparticién se hace
de la siguiente forma: globulina q, 0,17; globu-
lina B, 0,79, y globulina v, 1,14 gr. por 100. El
fibrindgeno suele alcanzar una cifra alrededor
de 0,33 gr. por 100. Cuando lo que se calcula es
el valor relativo de estas fracciones, las cifras
que se obtienen son las siguientes: 70 por 100
de albtimina, 5 por 100 de globulina a, 10 por 100
de globulina g y 15 por 100 de globulina 7.

La movilidad de las diferentes proteinas in-
teresa tan sélo al técnico, con objeto de hacer
su reconocimiento. No obstante, en la tabla I
damos los valores de esta movilidad en dos ca-
scs normales estudiados a pH 7,9 y fuerza i6ni-
ca de 0,1.

TABLA I

Movilidad X 10°

Aibam, [ By | Bs Oy | Fibring. I, 'd
)t

Normal 1..| 7,24 |53 | 458 | 387 |32 | 260 133
Normal2..| 795 | 578 | — |44 |39 | — (180
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Las fracciones que hemos descrito juegan, se-
gun lo que mas adelante diremos, un gran pa-
pel en ciertos aspectos de la fisiologia, que in-
dudablemente pueden ser mejor estudiados des-
de el momento que se tiene una técnica adecua-
da para hacer su separacién y conocer las in-
terreacciones que tienen lugar entre muchas sus-
tancias y dichas proteinas. Asi, por ejemplo, el
conocimiento de la asociacién con las porfirinas
se tiene en virtud de los cambios de movilidad
que estas sustancias originan en la particula
proteica a la cual se unen. Unién que, por lo de-
mas, aun hoy no puede ser bien conocida en
todos sus detalles. El fraccionamiento del plas-
ma ha permitido llegar al conocimiento del pa-
pel de las mismas como portadores de lipidos, y
se ha llegado incluso a poder determinar exac-
tamente cual de estas fracciones es la que in-
terviene en el proceso enzimatico de la forma-
cién de la hipertensina. Por otro lado, nos ha
suministrado datos valiosos en lo referente a la
naturaleza del anticuerpo y al mecanismo de la
inmunidad.

Desde un punto de vista patolégico, si bien
es verdad que aun se carece de una extensa ex-
periencia, empezamos a conocer mas a fondo las
alteraciones de algunos plasmas, de tal manera,
que los esquemas antiguos expresando la canti-
dad de albumina, de globulina y su cociente pue-
den ser mas detallados y decir que la inversion
de estas fraccionés no es lo mismo en una ci-
rrosis, en un mieloma o en una nefrosis.

Por 1ltimo, permitiendo obtener proteinas en
estado de gran pureza, se ha facilitado enorme-
mente el estudio de los extractos de ciertas glan-
dulas endocrinas para separar de ellos la sus-
tancia verdaderamente activa y con ello intentar
reconocer su composicion quimica, ya que, al
menos desde un punto de vista eléctrico, carece
de impurezas que dificulten su exacta filiacion.

Estos y algunos otros aspectos los iremos des-
cribiendo a continuacion con algtin detalle,

A) LaAs PROTEINAS COMO ELEMENTOS DE
TRANSPORTE.

PORFIRINAS. — Las observaciones de SMETA-
NA * y Boyp * ya les hicieron suponer que pro-
bablemente las porfirinas estaban combinadas a
una de las fracciones proteicas del plasma. Sin
embargo, hasta los trabajos de GILDEMEISTER **,
valiéndose de la electroforesis, esta suposicion no
habia podido ser perfectamente comprobada. Se-
gun este tltimo autor, la capacidad de transpor-
te es bastante limitada, ya que cuando se afia-
den cantidades excesivas de porfirinas a la al-
blimina puede verse aparecer una segunda onda
emigrando con una velocidad superior a la de
esta proteina ,y que, segiin STENHAGEN y RI-
DEAL ?*, estaria formada unicamente por el ex-
ceso de porfirina afiadida. Por otro lado, pare-
ce ser que la protoporfirina se une mas facil-
mente a la albimina que la hematoporfirina.
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Cuando se anade este ultimo cuerpo, el mispy
GILDEMEISTER ** ha podido observar que uy
gran cantidad de ella se asocia a los hematie
aunque en ningun caso se ha logrado d-emostm'
su unién con proteinas diferentes de la albmj
na, como las globulinas o el fibrinégeno. Ha sidg
posible también demostrar mediante la obsen
vacion de un plasma procedente de un enfermg
con porfirinuria aguda que, mientras la copre
porfirina se encuentra unida intimamente a J
albmina, con respecto a la uroporfirina no s
puede comprobar una asociacion semejante con
ninguna de las fracciones proteicas, y se supone,
por lo tanto, que esta porfirina se encuentra e
la sangre en estado libre.

De igual manera, los estudios ya antiguos d
BENNHOLD * le hicieron sospechar la asociacidn
de la bilirrubina con la albimina plasmatica
Posteriormente COOLIDGE **-** pudo comprobar
estos hechos valiéndose de la sangre de enfer
mos ictéricos estudiada en la electroforesis. Esta
unién con la albimina del suero parece tener
una cierta especificidad, ya que, por lo menos
PEDERSEN y WALDESTROM ¥, han demostrado
que tal asociacién no se consigue cuando se ana
de bilirrubina humana a una soluciéon de alblimi-
na de huevo. Segiin han podido confirmar
STENHAGEN y RIDEAL ** valiéndose de un espec
trémetro asociado al aparato de TISELIUS, la bi-
lirrubina se une rapidamente a la albGmina
cuando la solucién tiene un pH de 7,0, mientras
que actuando con soluciones a pH 8,2, la aso-
ciacién de la bilirrubina con la albiimina es in-
tompleta, y parte de ella emigra como un com-
ponente diferente a mayor velocidad.

Liripos.—Estudiando en 1931 LuNDLUN, TAFF
y NEGENT ** la conducta eléctrica de los quilo-
micrones de la sangre, pudieron ya sentar la hi-
pétesis de que su emigracién, con toda seguri-
dad, se haria en compaiiia de las proteinas plas-
méaticas. Posteriormente los estudios electrofo-
réticos de TisELIUS *°, de LONGSWORTH y Mc-
INNES *° han mostrado que estas gotas de grasa
presentan una velocidad semejante a la de la
fraccién B del plasma, y estudiando el conteni-
do en lipidos de las diferentes fracciones elec-
troforéticas, BrLix, TISELIUS y SVENSSON ** han
podido demostrar que, tanto la colesterina como
los fosfolipidos, estdn presentes en todas las
fracciones. La tabla II, que resume lo hallado
por estos autores, demuestra céHmo la cantidad
de colesterina, siendo méxima en las fraccio-
nes « y B, se encuentra solo en pequeas can-
tidades en la globulina y. Sin embargo, tenien-
do en cuenta que, tanto la globulina « como la
representan un pequefio tanto por ciento en el
total de las proteinas plasméticas, es preciso
reconceer que la gran mayoria de los lipidos son
transportados por la albimina y que tan solo
en casos patologicos, en los que el espectro se
encuentra alterado, tales globulinas pueden re-
presentar un gran papel como portadoras de 1c8

lipidos sanguineos.
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TABLA IL—Contenido en lipidos de las diferentes frac-
ciones electroforéticas de las proteinas del plasma NOT*
mal. (Segtin BrLix, TISELIUS ¥ SVENSSON.)

Albamina | Globulina a Globulina 2 ‘ Globulina ¥y

| | | | | 5
Coles- | Fosfo- Coles- | Fosfo- | Coles- _Fﬁsfo- Fosfo-| Coles-
terina |lipidos | terina |lipidos terina | lipidos | lipidos terina

| ‘ '
1,07 0,09 4,45 | 0,29 865 | 0,40 0,41 ‘I 0,04

Los resultados que tras la extra ccién etérea se
consiguen, permiten asegurar esta asociacion,
ya que ZELDIS y colaboradores ** han podido Ver
como los diagramas electroforéticos de los pe-
rros se alteran después de tratar el suero con
éter y qué curiosamente en estos animales son
las fracciones «, las que antes hemos dicho que
en ellos se presentan en niimero de cuatro, las
que mAs alteraciones sufren, pudiendo observar-
se muchag veces su transformacién en una sola
onda, hablando este hecho en favor de que, con-
trariamente a lo que ocurre en el hombre, sea
esta fraccion la que tenga un mayor contenido
en lipidos.

Indiscutiblemente, la facilidad con que se lo-
gra separar la asociacién lipidos-proteinas, hace
pensar qué su unién no puede ser mas que de
caracter fisico, y que probablemente tal union
se hace en virtud de un fenémeno de tension su-
perficial, quedando el grupo lipofébico de la
proteina situado en la superficie de la gota de
grasa. Como se sabe que tal grupo es el que
contiene los radicales aminicos y carboxilicos
responsables de la carga eléctrica de la protei-
na, se comprende con facilidad que BLIX ** haya
pf)dido comprobar que la movilidad de las frac-
ciones es la misma antes que después de extraer
la grasa por €l tratamiento del plasma con éter.

L}a importancia de este hecho no sélo es de
caracter fisiologico, sino que también desde un
punto de vista de la Patologia podremos darnos
cuepta de su importancia al tratar de las alte-
raciones proteicas de algunas enfermedades.

B) LA ASOCIACION ALBUMINA-HEPARINA.

Qesde los trabajos de QUICK *-** viene consi-
derandose que la heparina es incapaz de ejercer
su effzcto antitrémbico por si sola, y que para
que éste tenga lugar se precisa su asociacion
con un producto todavia no conocido, pero que,
al' parecer, estaria en intima relacién con la al-
b}lmma del plasma, o, como quierén algunos, se-
ria la propia alblimina la que asociandose a la
heparina, ejerceria las funciones de comple-
mento de la misma.

Los estudios de CHARGAFF, ZIFF y MOORE *°
cbservando las alteraciones electroforéticas que
se presentan en una solucién de albimina pura
cuando se afiade heparina, han podido demos-
trar que la curva de la albimina es més ancha
de lo normal, y que al mismo tiempo en los dia-

gramas aparece una nueva onda, emigrando con
gran velocidad, y a la cual los autores antes
citados denominan componente C. ’

Como €l mismo CHARGAFF, €N colaboracion
con OLSON *° ha comprobado que la accién de
la heparina puede ser inhibida tanto “in vitro”
como “in vivo” mediante la adici6n de salmina
(una protamina aislada de los espermatozoides
del salmén), se ha estudiado el efecto de ésta
sobre una combinacion de albimina-heparina,
previa la demostracién electroforética de que las
alteraciones antes sefialadas habian aparecido.
Al afiadir la salmina se forma un precipitado
por su reaceion con la heparina, y si entonces se
centrifuga el producto y s€ estudia la albiimina
de nuevo, puede verse que tanto las alteracio-
nes que presentaba cuando estaba en contacto
con la heparina como €l componente C han des-
aparecido por completo.

Este hecho hace pensar a los autores antes
citados que €l componente C representa un pro-
ducto de la asociacion heparina-albimina, el
cual, en virtud de los datos que se obtienen tras
la adicién de salmina, demuestra ser muy ines-
table y de caracter reversible.

Un elegante experimento de los mismos
(CHARGAFF, ZIFF y MOooRE *¢) ha venido 2 de-
mostrar que con toda seguridad el componente C
observado en el plasma tras la adicion de hepa-
rina representa €l inhibidor de la coagulacion,
ya que si valiéndose de una célula electroforéti-
ca de separacién se dividen en tres partes los
componentes de un plasma adicionado de hepa-
rina, y cada una de ellas se afiade & un sistema
artificialmente formado por trombina-fibrinoge-
no-heparina, puede verse c6mo tan sélo aquellas
fracciones que tienen una velocidad de emigra-
ci6n muy rapida ,y por lo tanto, con las que ca-
mina el componente C, son las que poseen Ca-
pacidad para inhibir la coagulacion de este sis-
tema.

Q) HIPERTENSINOGENO.

Los trabajos de KOHLSTAEDT, HELMAR ¥
PaGE 1% pudieron demostrar que la renina re-
quiere la presencia de proteinas plasmaticas
para poder actuar como agente presor. En los
primeros momentos para lograr artificialmente
esta activacién se empled suero, pero més tarde
pudo comprobarse gque una pseudoglobulina ob-
tenida por precipitacion actuaba mas enérgica-
mente que cuando s€ utilizaba el suero com-
pleto.

La fracecién contenida en dichas seudoglobu-
linas recibié el nombre de activador de la reni-
na o hipertensinogeno, ¥y pudo demostrarse que
el mecanismo de formacién de la hipertensina
era sin duda alguna de cardcter enzimatico. Mas
recientemente PLENTL, PAGE y DAvIs 110111 gpar-
te de comprobar la naturaleza enzimatica de la
reacci6n, han podido determinar que el hiperten-
sinégeno estd contenido en la fraccién a, del
plasma. Procediendo a la separacién de las di-
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ferentes fracciones por medio de la electrofo-
resis y puestas cada una de ellas en contacto
cen remina, compruebzn que sélo aquellas que
contienen dicha globulina son las que tienen ca-
pacidad para transformar esta sustancia en hi-
pertensina, y que ademas probablemente la hi-
pertensinasa estaria intimamente asociada con
la fraceion albuminica del plasma, ya que cuan-
do a la globulina a, puesta en contacto con reni-
na se la anade albimina, el efecto hipertensor
del producto resultante de la incubacién no se
lograba. Para confirmar este hecho las diferen-
tes fracciones del plasma fueron incubadss con
una cantidad conocida de hipertensina, y de esta
manera se pudo comprobar que sélo la albimi-
na tenia capacidad para destruir su efecto hi-
pertensivo.

4. ANTICUERPOS.

Los primeros estudios de TiseLius ¥ y de TI-
SELIUS y KABAT * trabajando con el suero anti-
neumococico de diferentes animales, les llevo al
conocimiento de la existencia en los mismos de
un considerable aumento de las fracciones glo-
bulinicas que emigran mas lentamente, Desde
entonces el pensamiento general de tedos los in-
vestigadores ha venido considerando a la globu-
lina y como la portadora en €l plasma de los an-
ticuerpos especificos, y una serie de trabajos
postericres confirman tan considerablemente
esta opinion, que son ya muchos los autores que
no dudan en admitir dicha asociacién.

Han contribuido principalmente a desarrollar
estos conocimientos los estudics electroforéticos
la escuela de VAN DER SCHERER %7-08-60-70-71-72 " ]a
cual ha podido confirmar que en el suero anti-
neumocodcico del caballo se presenta constante-
mente un considerable aumento de la globuli-
na y, que llega en muchas ccasiones a ser el do-
ble de la cantidad correspondiente a la alblimina,
la cual, no obstante esta gran transformaciéon
del espectro proteico en la region de las globu-
linas, permanece dentro de cifras completamen-
te normales.

Si bien esto era lo conseguido cuando se es-
tudiaban sueros de caracter antibacteriano,
cuando se trabajaba con sueros antitéxicos ©° se
obtenia en los diagramas la aparicion de un
nuevo compcnente, que emigraba muy cerca de
la fraccion y, aunque era perfectamente dife-
renciable de ella. Pero en realidad, a la luz de
los nuevos conocimientos no puede considerarse
que este nuevo componente represente una frac-
cibn no existente en el suero normal, sino que,
como DEUTSCH, ALBERTY y GOSTING ™ han sefia-
lado, representa a la subfraccién y,, que sabe-
mos existe en los sueros normales, aunque en
tan pequefia cantidad que su demostracion, la
mayoria de las veces, es imposible. Los citados
autores, haciendo un estudio electroforético de
la globulina y aislada de los sueros antibacteria-
nos y antitéxicos, demuestran la facilidad con
que se excinde en sus dos fracciones (y, y v.), ¥
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como la y, tiene una movilidad igual a la d¢°
componente que VAN DER SCHERER ha descrity
én los suercs antitéxicos.

La importancia de los hechos referidos, ay
siendo considerable, ha venido a ser reforzad
por una nueva serie de experiencias que confir.
man la idea general de la asociacién del anti.
cuerpo con la globulina v,

Asi, por ejemplo, los citados TISELIUS y K
BAT “ han demostrado que si en un suero anti
bacteriano o antitoxico en el que previamente s
ha demostrado la existencia de un aumento de
la globulina y, se produce la precipitacién del
anticuerpo por el antigeno especifico, la ulterior
investigacion electroforética demuestra la re
duccion de la onda de esta globulina hasta cifras
muy cercanas a las que presentan los sueros nor-
males. Por otro lado, DEUTSCH y colab. ™, deter-
minando el titulo de anticuerpos en las diferen-
tes fracciones proteicas obtenidas por medio de
la electroforesis, han sefialado que la globuli-
na y tenia un titulo muy superior al de las de-
més fracciones.

Los datos que se obtienen en el plasma de los
animales recién nacidos constituyen también un
buen argumento para las ideas que venimos ex-
peniendo, ya que, como MOORE %', JAMESON y AL-
VAREZ TOSTADO *** han podido demostrar, en el
momento del nacimiento tanto el gato como la
ternera carecen de la fraccion y, la cual apa-
rece tan pronto como el animal ingiere el ca-
lostro que, como es bien sabido, contiene una
gran cantidad de anticuerpos. En la tabla VI re-
cogemos los datos suministrados por los dos
ultimos autores en el suero de la ternera, pu-
diendo verse cémo en el momento del nacimien-
to el suero carece de dicha fraccion, mientras
que la « se encuentra muy elevada, y como pa-
sadas algunas horag la primera globulina apa-
rece y aumenta rapidamente, mientras que la
segunda experimenta un simultaneo descenso.

TABLA VI.—Distribucion de las fracciones electroforé-
ticas del plasma de ternera, segiin los datos de JAMESON
Vv ALVAREZ TOSTADO.

Edad Glob. y Glob. g Glob. a Albiminas

Recién nacid, — 59 36,8 57,3
18 horas...... &o - g2 353 | 495
36 horas...... 418 | T2 21,8 | 288

3 dias 49,2 5,7 17,5 27,8

5 dias ...... 48,7 6,0 105 | 849
2 afios ...... 43,7 6,2 9,9 -1 40,2
M)i-,f.r:_. o

Si bien estos son los datos que proporciona el
estudio de la inmunidad artificial, parece ser
que en el caso de la inmunidad natural es tam-
bién la globulina y la portadora de] anticuerpo,
va que ENDERS ™, estudiandola aislada, ha encon-
trado en ella hasta 16 anticuerpos diferentes, ¥
hoy conocemos ya los buenos efectos de la in-
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yeceién de esta globulina para prevenir y me-
jorar la evolucién de algunas enfermedades in-
fecciosas, como el sarampién ** y la hepatitis epl-
démica *°, '

Desde otro punto de vista, los estudios de
SCHOENHEIMER, HEIDELBERG y colab. *-7"" han
venido a demostrar que ¢l anticuerpo €s una
glocbulina y probablemente transformada, queé
participa de las reacciones metabélicas caracte-
risticas del resto de las fracciones proteicas
del plasma, ya que, como estos autores han po-
dido sefialar, las ratas alimentadas con r:miqo-
acidos portadores de nitrégeno pesado y al mis-
mo tiempo inmunizadas activamente, son capa-
ces de incorporar el N,, al anticuerpo especifi-
camente formado en una cantidad igual al del
resto de las fracciones electroforéticas. Sin em-
bargo, cuando el experimento se repite con ra-
tas a las que se les inyecta pasivamente un an-
ticuerpo, la determinacioén del nitrégeno marca-
do en el mismo demuestra un contenido muy pe-
quefio o nulo en comparacién con la canti-
dad incorporada por las otrag globulinas del
plasma.

Si aceptamos que el anticuerpo es una globu-
lina modificada, hemos de concebir que el fe-
némeno de la inmunidad es también un proble-
ma de nutricién, y es posible que en este aspec-
to puedan conseguirse mayores progresos rela-
cicnados con el tratamiento de muchas enfer-
medades infecciosas. Por lo pronto, parece indu-
dable que la frecuencia de complicaciones infec-
ciosas demostradas por JIMENEZ DiAz vy colaho-
radores * en los desnutridos, habria que ponerla
en relacién con esta serie de hechos que hemos
expuesto, y, por otro lado, es indudable que la
complicaciébn neuménica de los nefrésicos ten-
dria también aqui en parte su explicacién, va
que, como mas adelante veremos, en tales en-
fermos es frecuente encontrar una disminucién
de la globulina y del plasma.
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5. LAS PROTEfNAS DE LOS PLASMAS PATOLOGICOS.

A) NEeFrosis.—Los trabajos de LLONGSWORTH,
SHEDLOVSKY y MCINNES -5 y mas tarde los de
LUETSCHER ", WIEDEMANN %%, WUHRMANN ¥
WUNDERLY * han venido a sefialar que, aparte
de las ya conocidas alteraciones de las proteinas
plasmaticas que se presentan en esta enferme-
dad °°, existe también una especial distribucion
de las fracciones electroforéticas, de tal manera,
que lo mas caracteristico de estos estados es la
presencia de diagramas con un aumento de las
fracciones globulinicas « y £, ceincidiendo con
una disminucién de la cifra de alblimina y de
la globulina y.

Estos hechos pueden verse bien en los diagra-
mas de la figura 5, procedentes de la experien-

Fig, 5—(Tomada de WIEDEMANN.)

cia de WIEDEMANN, El primero de ellos (@) (véa-
se tabla III, nim. 9), muestra una disminucién
muy considerable de la albumina y un enorme
aumento de las globulinas a y 8, asociado a una
cifra normal de la fraccion y. En el siguiente
diagrama (b), la disminucién de la albumina y
aumento de las fracciones « y 8, es ain mas
marcado, pudiéndose al mismo tiempo observar
una disminucion de la globulina v.

Aunque LUETSCHER sefiala que la disminucioén
de la fraccién y es un fen6meno constante, los

TABLA IIL—Valores relativos de proteinas en el plasma de enfermos con nefrosis lipoidea

Niimero | Albfim. a | B B,
|
| o
| | | |
Normal... 65,1 59 | 1,8 4.6
P | 570 | 898 | 44 68 |
| 10.1 2 e SI¥
(L e Ly T A USSR 87 |
. 37.9 ‘ 26,0 i 145
5.oor| 349 229 | 21 16.0
B.iisees| ATS | %8 | 485 | aex
R 210 | 269 | | 26,0
Gk 186 | 211 | 63 306 |
e 17.8 39.6 111 12.8
10..........| 178 31.8 A o
1. 16,1 B35 | 151 7.8
39 e I R T ke 38,1
T8 Lo 12.7 424 136 | 67
fa0 L e AN e il
7 e R

7 N e o

By B total i " :-:f]:)‘u- Y | ‘Observaciones
|
. | Y. T | g B WY ey
| !

47 11,1 3,2 147 | WIEDEMANN,
28 | i84 : 20,6 | WIEDEMANN,
— 16,9 | — 25,9 WIEDEMANN,
12,5 23,0 : 83 13,1 WIEDEMANN,
3,0 | 17,1 | - 19,0 ‘ WIEDEMANN,
58 o L 20 - 20,3 | WIEDEMANN,
- | 34,0 i ; | 48 | LUETSCHER,
5,3 33,3 | — 140 WIEDEMANN,

- 39,6 15,2 52 ‘ LUETSCHER,
11,9 35,8 - - 6,9 WIEDEMANN,
— 32,9 15.8 12,2 | LUETSCHER,
1,7 346 | 5,8 WIEDEMANN,
2.3 40,4 | - | 3,1 | WIEDEMANN,
6,8 251 | - | 17,8 LUETSCHER,
—_ l 292 13,56 12,2 LUETSCHER,
— | 45 18,0 58 | LuerschEr,
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trabajos de WIEDEMANN no permiten sentar esta
conclusion como categoérica, si bien es cierto que
este hecho se cbserva mucho mas facilmente
cuando la reduccion de la albumina es muy in-
tensa.

En la tabla III hemos ordenado con arreglo
a la cantidad de albumina 15 casos de nefrosis
lipoidea procedentes de los trabajos de LUETS-
CHER y WIEDEMANN, en la que puede verse la
existencia de un cierto paralelismo entre la dis-
minucion de la albimina y el aumento de las
fracciones « y B, al mismo tiempo que del fi-
brinégeno, mientras que la conducta de la glo-
bulina y es més variable. Dentro de la fraccion 8
e!' aumento suele corresponder a la subfrac-
cion f,.

Aunque sabemos que en todos los nefrésicos
acompanando a la hipoproteinemia se presen-
ta en el suero un aumento de los lipidos y de
la colesterina con sus esteres (JIMENEZ DiAz y
CASTRO DE MENDOZA ) ¥, por otro, tenemos co-
nocimiento de la asociacién lipidos-proteinas en
virtud de los estudios de BLIX TISELIUS y SVEN-
SON *!, nos queda aun por conocer la composi-
cién en lipidos de las fracciones proteicas de
estos enfermos, que, sin duda alguna, debe de
ser diferente a la que se encuentra en los nor-
males, ya que sus diagramas se modifican pro-
fundamente cuando se estudian después de ha-
ber extraido las grasas mediante el éter, sien-
do precisamente la fraccién B la que mas al-
teraciones presenta, es decir, la globulina, que
éen el suero normal contiene una mayor pro-
porcién de lipidos.

Aparte de las alteraciones citadas, se han po-
dido demostrar también perturbaciones en la
distribuciéon de las fracciones (A, y A.) estu-
diadas por LUETSCHER ** en el suero normal a
PH 4,0, pudiendo demostrar este mismo autor **
en el suero de los nefrésicos una inversién de la
relacion entre ambas fracciones. Mientras que
en los sueros normales la fraccion A, repre-
senta el 60 por 100 del total de la albimina, en
los nefrésicos pueden verse reducciones de este
tanto por ciento a cifras muy bajas, en que la
fraccion A s6lo experimenta disminuciones muy
pequefias o permanece a niveles completamen-
te normales. Este hecho, relacionado con lo que
se encuentra en la orina de estos mismos en-
fermos, tiene una gran importancia, como va-
mos a ver dentro de un momento.

Las proteinas urinarias han sido estudiadas
electroforéticamente por LONGSWORTH y Mc-
INNES *°, por LUETSCHER ** y por HESSELVIK **,
no habiéndose podido encontrar diferencias en
la movilidad de las diferentes fracciones en
comparaciéon con la que mostraron en el plas-
ma del] propio enfermo.

Sin embargo, la preporcién de los componen-
tes es diferente en uno y otro medio, de tal ma-
nera, que cuando la cantidad de albiimina en
el plasma es alrededor de 2 gr. por 100, en la
orina el 90 por 100 de las proteinas estd for-
mado por alblimina, mientras que cuando la
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cantidad de ésta disminuye en la sangre y g
cantidad llega a un gramo, puede verse comg
en la orina la cantidad proporcional de glohy,
linas aumenta, de tal manera, que puede decin
se que a medida que la albumina plasmatieg
disminuye, la relacién A/G en la orina se hag
cada vez mas semejante a la relacion que am.
bos componentes presentan en el plasma norma|

También en la orina, y de igual forma que
en el plasma, ha podido LUETSCHER ** separar
la albimina en sus dos fracciones y curioss.
mente demostrar que en la albiumina que se en.
cuentra en la orina de los nefrosicos, la rela.
cion de ambas fracciones es la misma que la
encontrada en el plasma del mismo enfermg,
Este hecho hace pensar a LUETSCHER que la in
version de estos dos componentes en el plasma
no puede ser debida a un aumento en la elimi-
nacion de la fraccion A,, ya que si esto ocurrie.
ra la relacion de sus fracciones en la orina ten.
dria que ser inversa a la encontrada en el plas-
ma, como tal ocurre en el caso de la relacion
A/G entre ambos liquidos.

En virtud de estos hechos, hay que admitir
con este autor que la disminucion de la frae-
cion A, no puede ser debida a un aumento de
su eliminacion urinaria, sino méas bien a un
déficit en su formacién, lo que vendria avala-
do por el hecho de que en los cirroticos se de-
muestra una inversion semejante en el plasma.
La causa de esta deficiente formacion de la
fraccién A, podria deberse a una anormal pro-
duccion frente a la excesiva pérdida de albu-
mina, o si se admite, que la nefrosis es una en-
fermedad primitivamente metaboélica a una al-
teracion en la formacion de la albtimina.

El estudio de los derrames de estos enfer-
mos presenta muchas dificultades a causa del
aspecto lechoso con que muchas veces apare-
cen y por la pequeia cantidad de proteinas que
presentan, ya que electroforéticamente la ma-
yoria de .las veces las cifras oscilan entre 0,1
a 0,7 gr. por 100.

En otros enfermos renales, tales como los
nefriticos con componente nefrosico, no se ha
podido demostrar alteraciones en la distribu-
cion de las fracciones.

Los casos de nefrosis amiloidea hasta el pre-
sente estudiados son muy pocos, y por este
motivo es imposible sacar conclusién alguna,
si bien los datos de WIEDEMANN, WUHRMANN ¥
WUNDERLY *-9! gefialan no sélo un aumento de
las fracciones a y f, como ocurre en la nefro-
sis lipoidea, sino que también la globulina y sue-
le estar elevada, tanto en la sangre como en
la orina.

B) CIRROSIS HEPATICA.—AI igual que en la
nefrosis, las alteraciones de las proteinas del
plasma eran bien conocidas por los métodos de
determinacién quimica, y asi, por ejemplo, JI-
MENEZ DiAz, CASTRO MENDOZA y colab. *', ha-
ciendo un estudio comparado de la cifra de pro-
teinas plasmaticas en relacién con el estado del
enfermo, han podido demostrar que, a medida
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que el estado de descompensacién avanza S€
produce una disminucion cada vez mas marca-
da de la albimina y un creciente aumento de
las globulinas y del fibrinogeno. )

Los estudios electroforéticos de WIEDE-
MANN 23-40-5¢  LLUETSCHER **, WUHRMANN Yy WuN-
pERLY * han podido llegar a conclusiones s€me-
jantes y demostrar que el aumento de las glo-
bulinas se hace principalmente a expensas de
la fraccién y. En el sentir de LUETSCHER, has-
ta que la ascitis no se instala, las alteraciones
en la distribucién de las fracciones son Insigni-
ficantes, observandose en ocasiones discretos
aumentos de las globulinas B y y, mientras
que, llegado el momento de la aparicion de la
ascitis, esta ultima globulina sufre un conside-
rable aumento,

En la figura 6 puede verse el diagrama de
un suero procedente de un cirrético tipo LAEN-
NEC, en €l que la fracciéon y estd muy aumen-
tada,

Fig. 6.—(Tomada de WIEDEMANN.)

En la tabla IV se expresan los valores rela-
tivos de las fracciones electroforéticas del plas-
ma de cuatro cirréticos, y puede verse como a
una mayor disminucién de la albimina corres-
ponde un marcado aumento de la globulina y y
del fibrinégeno.

ELECTROFORESIS DE LAS PROTEINAS 79

dos 50 gr. de albimina, en la electroforesis de
tales plasmas se demuestra un incre;nento de
Ja cifra de albimina sin que las fracciones glo-
bulinicas sufran ninguna alteracion. ot
El estudio electroforético del liquido ascitico
ha sido también efectuado por LUETSCHER *, en-

Cirrhosis

Plasma Ascites

ad

Fig. T.—Diagrama obtenido con la {L'"\‘l\ii‘i-tndz’_' LONGEWORTH.
(fomado de LuprscHer, “J. Clin, Invest.”, 20, 89, 1941.)

contrando que las cifras de proteinas totales
oscilan entre 0,3 a 0,6 gr. por 100, y que la dis-
tribucién de las fracciones refleja la que se€
encuentra en el plasma. No obstante, la canti-
dad de albimina suele ser proporcionalmente
més alta que la cifra encontrada en el plasma,
sobre todo en los primeros momentos, ya que
més tarde, cuando la cifra de albimina dismi-
nuye mucho en el plasma, la reduccion que se
observa en €l liquido ascitico es ain mas inten-
sa. En la figura 7 mostramos un diagrama to-
mado del trabajo de LUETSCHER, en el que pue-
de verse como el espectro proteico del liquido
ascitico es simplemente una reduccién fotogra-
fica del correspondiente al plasma. En este ul-
timo la distribucién de las fracciones pone de
manifiesto un aumento muy marcado de la glo-
bulina vy, al tiempo que la fraccién g esta divi-
dida en dos subfracciones.

Las observaciones citadas han podido ser

TABLA IV.—Valores relativos de las fracciones proteicas del plasmd en la cirrosis hepdtica,

Ntumero Albtim. @ B [ B

| |
Normal... 65,1 5,9 1,8 4,6
L e rcrveans 46,2 78 | L 486 |
7 S 47,6 44 e —
A 470 | 82 = = ‘
Ty | 89,3 58 | = =

Bs B total | Fibriné- Y Observaciones
Eeno
— | —|—
4.7 111 3.2 | 14,7 WIEDEMANN,
12,6 17,2 — | 28,7 | WIEDEMANN,
— 124 | 35,8 | WIEDEMANN,
- - 18,3 7 18,8 LUETSCHER.
— | 14,2 88 | 31,9 LUETSCHER,

Al igual que en la nefrosis, las dos fraccio-
nes de la albimina obtenidas por LUETSCHER
a pH 4,0, se muestran aqui también con cocien-
te invertido, de tal manera, que para grandes
disminuciones de la subfraccion A, sélo se de-
muestran pequenos cambios en la A..

Recientemente THORN y colaboradores 2 han
estudiado el efecto de la inyeccién de albumi-
na pura sobre €] espectro proteico de estos en-
fermos y han podido comprobar que después de
administrar intravenosamente diez dias segui-

comprobadas en el trabajo de THORN **, ya que
en el curso de la administracion de albiimina
puede verse que a medida que el plasma se en-
riquece en esta fraccion simultaneamente au-
menta también su valor en el liquido ascitico en
mayores proporciones que lo hace en la sangre.

C) MieLoMA MULTIPLE.—En la extensa co-
municacién hecha por GUTMAN, MOORE, MCLE-
LAN y KABAT * resumiendo las cifras de protei-
nas y sus fracciones determinadas por el méto-

= > =
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do de precipitacion de HOWE en 58 enfermos de
mieloma miiltiple, se sehala que lo mas corrien-
temente encontrado es una hiperalbuminemia
con cifras bajas de albimina y aumento de las
globulinas y del fibrinégeno. Sin embargo, en
algunos casos no se pudieron demostrar ni al-
teraciones de la cifra total de proteinas ni de
sus fracciones.

Los primeros anélisis electroforéticos del plas-
ma de estos enfermos han sido llevados a cabo
por LONGSWORTH, SHEDLOVSKY y MCINNES “, los
cuales, estudiando 3 casos, encuentran en dos
un marcado aumento de la globulina g y del fi-
brinégeno, mientras que en €] tercer caso el dia-
grama electroforético se mostré completamen-
te normal,

Posteriormente, KEKWICK *° ha estudiado 5
casos mas, en los que 4 presentaban una gran
elevacion de la fraccién y asociada a una cifra
normal de « y B, con fuerte disminucién de la
albumina. E] quinto caso, al igual que los se-
nalados por LONGSWORTH, tenia aumentada la
globulina g.

Fig. 8.—(Seglin WIEDEMANN.)

En la figura 8 pueden verse dos diagramas
electroforéticos obtenidog por WIEDEMANN con
la técnica de PHILPOT-SVENSSON €n dos casos de
mieloma miltiple. El senalado con a muestra
una elevacion de la fraccion B, mientras que
en b el aumento corresponde a la globulina v, al
mismo tiempo que presenta una intensa dismi-
nucion de la albiimina.

La tabla V resume algunos de los datos en-
contrados por WIEDEMANN en 7 cagos de mielo-
ma, En tanto que los comprendidos del nGme-
ro 1 al 5 presentan una elevacién de la globu-

B
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lina S y el 6 de la fraccién y, en €l senalado eg
el nimero 7 la distribucién de los components
es completamente normal.

Podemos, por tanto, resumir lo hallado por
electroforesis en los casos de mieloma, diciends
que con arreglo a la distribucién de las frap
ciones sé puede establecer una divisién de o
mismos en tres tipos: un primer grupo con ay
mento de la globulina f o betamieloma, un g
gundo con elevacion de la fraccion y o gamma.
mieloma y, por altimo, un tercer tipo en el que
se incluyen los casos que no presentan alters.
ciones del espectro.

En un trabajo de WUHRMANN y WUNDERLY "
se senala que mientras los primeros o betamie
lomas (que son los mas frecuentes) producen
un alargamiento de la banda de WELTMANN, los
segundos o gammamielomas la acortan,

El mieloma ofrece al clinico ademéas la parti
cularidad de que en muchas ocasiones aparece
en la orina una proteina especial, que ofrece la
caracteristica de coagularse por el calor a
los 60° y redisolverse el precipitado cuando la
temperatura se eleva por encima de los 90°. Di
cha proteina, conocida con el nombre de proteina
de BENCE-JONES, segun las ideas de MAGNUS-
LEVY %, es formada por la médula dsea y elimi-
nada por el rindn, si bien su demostracion en la
sangre séria mucho mas dificil de hacer que en
ia orina.

Sin embargo, PACKALEN * ha senalado un caso
de mieloma con proteinuria de BENCES-JONES,
en el que lo mismo en la orina que en la sangre
abandonadas durante un cierto tiempo en la ne-
vera sé pudo observar la cristalizacion esponta-
nea de una proteina que presentaba en ambos
liquidos las mismas caracteristicas de solubili-
dad y de peso molecular bajo. Los trabajos de
SVEDBERG y PEDERSEN ° con la ultracentrifuga
han podido poner también de manifiesto en la
sangre de estos enfermos la existencia de una
proteina que, como la de BENCE-JONES, tenia un
peso molecular muy bajo, alrededor de 35.000.

Con los métodos de precipitacion salina tam-
bién se ha podido demostrar ** que las pseudo-
globulinas de tales plasmas se apartan de las
propiedades tipicas descritas para estas frac-
ciones, haciendo pensar este dato que tales mo-

TABLA V.—Cantidad relativa de las fracciones proteicas del plasma en el micloma miltiple,

l | }

| Abam. | g e s w1
|
| ST .
e
Normal ......... | 651 | 5,9 1.8 4.6
¢ e S R .| 282 3,9 : 13,6
A | 2. 808 66 | P | i i
B e s Sdae see | 241 4,3 | T | 45,7
4 iiiirrnerenenn | 80,1 L ’ | Ll
B e s o T e [ 25 |- 50 | .
o N | 245 7,6 Jide! o
7 D e | 67,7 9,6 < | 3,6
{ |

1 |
B B total | ¥y Ya v total
|
|
Rl S0 Ll sy
47 | 1A = . a7
47,9 61,5 e | 6,4
' e Ay s 71
191 | 648 | ' 6,7
. et 1 2 i . 7.9
; | 620 | L , ! 8,2
I 61 | 105 | 618 | 618
7.9 11,6 | -

— |! 11,2
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dificaciones se deberian a la presencia de la
proteina de BENCE-JONES en estos plasmas; su-
posicién que se vio reforzada cuando pudo de-
mostrarse por GUNN y MAHLE * que los crista-
les depositados en el riiidn de un enfermo con
mieloma estaban formados casi exclusivamente
por globulinas. "

El intento de comprobar electroforeticamen-
te la presencia de esta proteina en la sangre ha
sido llevado a cabo por GUTMAN y colab. **; pero
sus resultados son tan dudosos y la téenica tan
llena de objeciones, que no permiten llegar a
conclusiones firmes en lo que respecta a su de-
mostracién en el plasma, ya que en la orina pa-
rece indudable que esta proteina puede ser re-
presentada en los diagramas electroforéticos
como se concluye tras la observacién de la fi-
gura 9, procedente del trabajo de estos autores
y obtenida con la técnica de LONGSWORTH.

Los resultados cbtenidos por
KEKWICK ° para demostrar la
presencia de la proteina de BEN-

CE-JONES en €] plasma, aunque

no han logrado representarla en

los diagramas, parecen, sin em-

bargo, hablar en favor de su

existencia, ya que determinan-

do la movilidad de las fraccio-

nes que se presentaban aumen-

tadas, después de haber sido se- 8.3
paradas del plasma, dicho autor
puede demostrar que su veloci-
dad de emigracion es bastante
diferente a la correspondiente
fraccion de los plasmas norma-
les, y supone que tal cambio en
la movilidad se debe tnica y ex-
clusivamente a la presencia de la proteina anor-
mal de BENCE-JONES asociada a dicha fraccion.

A

Fig. 9.

D) OTRAS ENFERMEDADES, — En las enfer-
medades infecciosas la distribucién de las frac-
ciones es diferente, segtin se trate de casos agu-
dos, con ruidosa sintomatologia febril o casos
con marcha lenta y con signos de pequena ac-
tividad. En los primeros se encuentra constan-
temente un aumento de la globulina a, mientras
que en los segundos es la fraccién y la que su-
fre una considerable elevaciéon. Los trabajos de
LLONGSWORTH y colab. * le han permitido en-
contrar siempre en enfermos con neumonia,
amigdalitis, tuberculosis en fase febril, etc., el
primer tipo de alteraci6n, que regresa en el mo-
meénto que la temperatura desciende a lo nor-
mal, en tanto que en enfermedades infecciosas
de marcha mas lenta, como el linfogranuloma
venéreo, kala-azar, tuberculosis con peéquefia ac-
tividad, sifilis, etc., la distribucién de las frac-
ciones se hace con arreglo al segundo tipo se-
fialado, seglin han podido mostrar las investi-
gaciones de WIEDEMANN # y (GUTMANN °°,

A estos datos hemos de afiadir la presencia
de la albimina emigrando en forma de dos on-
das diferentes, segiin ha encontrado WIEDEMANN
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para algunos casos de neumonia, y cuyo comen-
tario amplio ya hemos realizado. En esta misma
enfermedad, los estudios citados de BLIX, TIsE-
LIUS y SVENsSON ‘' han podido demostrar en el
analisis por separado de las fracciones electro-
foréticas que el contenido en lipidos en algu-
nas de ellas es menor que e] encontrado en los
sueros normales, pero que especialmente esta
disminucién es muy marcada en la globulina a.

En los enfermos cardiacos con asistolia con-
gestiva valiéndose de la electroforesis, LUETS-
CHER ** ha podido comprobar lo ya indicado pot
PAYNE y PETERS * con los métodos de determi-
nacion quimica en cuanto se refiere a la fre-
cuencia de la disminucién de la albumina plas-
matica y afadir que las globulinas g y y se
presentan constantemente aumentadas.

En la ictericia obstructiva se ha demostrado
un aumento de la fraccion B que, como desapa-
rece en €l momento que los lipidos son extraidos
por medio del éter, viene a confirmar el papel
de esta globulina en e] transporte de estos ma-
teriales, ya que, como €s bien sabido, los lipi-
dos estan aumentados en estos casos.

En la enfermedad de ADDISON se ha senalado
por McCULLAGH ** un aumento de las globuli-
nas 8 y y, que regresa cuando el estado meta-
bélico del enfermo mejora, motivo por el cual
el citado autor no duda en poner esta alteracién
del espectro en relacion con el trastorno meta-
boélico de tales enfermos.

De igual forma LEWIS y colab. * han senala-
do que en la diabetes, mientras el estado de
compensacion metabolica se mantiene en buen
estado, las alteraciones que se presentan en el
espectro proteico son muy pequenas, pero que
en €l momento que aparece la acidosis sé pro-
duce una disminucion de la albumina con au-
mento de la globulina B. Aunque todavia no se
conocen detalles sobre la naturaleza del aumen-
to de esta globulina, es indiscutible que, viendo
lo que ocurre en otras enfermedades, como la
nefrosis e ictericia obstructiva, no hay mas re-
medio que relacionarlo con la elevaciéon de los
lipidos totales, colesterina y sus fracciones, que
en los diabéticos en mal estado de nutricion pue-
de demostrarse (JIMENEZ DiAZ y CASTRO MEN-
DOZA 11?),

En la anemia aplastica la mayoria de las ve-
ces no se logra demostrar grandes alteraciones
del espectro, a lo sumo puede encontrarse una
disminucion discreta de la albiumina con aumen-
to ligero de las globulinas, principalmente de
la y, pero, sin embargo, en otros casos el es-
pectro es completamente normal. Este hecho
hace pensar a LONGSWORTH que el papel de la
médula 6sea como formadora de proteinas debe
de ser puesto en duda, a ménos que se piense
que ambas funciones—proteinoformadora y he-
mopoyética—pueden estar alteradas indepen-
dientemente.

Por ltimo, debemos citar que en ciertos ca-
sos de traumatismos, LONGSWORTH ™, DOLE y
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colaboradores *** han descrito un aumento de la
globulina « acompanada de disminucién de la
albimina. Experimentalmente GJESSING y CHA-
NUTIN **+-**, produciendo en perros quemaduras
¥y fracturas oseas, han podido comprobar tam-
bién en dias sucesivos un incremento de la frac-
cion « con disminuciéon de la albuimina. Hasta
ahora se desconocen las alteraciones del espec-
tro que se presentan en el hombre después de
las intervenciones quirdrgicas, siendo posible
que su conocimiento contribuya a comprender
muchas de las complicaciones postoperatorias
¥y a2 un mejor tratamiento de las mismas.

6. LAS PROTEINAS DE OTROS LIQUIDOS ORGA-
NICOS.

A) LiQUIDO CEFALORRAQUIDEO.—Poco se sabe
respecto a las alteraciones de las proteinas que
se encuentran en el liquido cefalorraquideo; sin
embargo, los trabajos de KABAT ** han demos-
trado que contiéne las mismas fracciones del
suero. La mayor dificultad para obtener los dia-
gramas reside en la pequena concentracion de
las globulinas, por lo cual es siempre necesario
trabajar con liquidos artificialmente concentra-
dos. La proporcion de las diferentes fracciones
guarda una cierta relacién con las halladas en
el plasma, y las alteraciones de éste se reflejan
bastante fielmente en la distribucién de las pro-
teinas de aquél. En los liquidos normales, ni la

31 julio L‘I‘I%

globulina, ni e] fibrinégeno pueden ser demgg '
trados en la mayoria de los casos, y en genery
la relacion A/G es mas alta que la encontrag
en €] plasma de tal manera, que en casos pato.
logicos en los que en €] plasma hay una cify
alta de proteinas totales, en el liquido el ¢
rrespondiente aumento se hace principalments
a expensas de la albtmina,

En la tabla VII hemos resumido los datos
encontrados por KABAT en algunos liquidos, y
al mismo tiempo puede verse comparativaments
el espectro del plasma de tres de ellos. En log
enfermos con linfogranuloma venéreo la rela.
cion A/G, aun siendo baja, tanto en la sangre
como en el liquido cefalorraquideo, obsérvese
que lo es mas marcada en este ultimo, y que la
elevacion de la globulina es simultanea en am-
bos. Los dos casos de neurosifilis muestran un
considerable aumento de la fraccién en el li-
quido y en dos de ellos, cuando se aislo esta
globulina de las restantes, pudo demostrarse
que todo el oro se encontraba en esta fraccion
y que una nueva reaccion hecha con el liquido
restante fué completamente normal, por lo cual
KABAT concluye que es €l aumento de la glo-
bulina la que determina la anormalidad de la
curva, si bien tal globulina en estos casos ten-
dria algunas caracteristicas especiales, ya que
en otros liquidos patolégicos con iguales can-
tidades de la misma no se pudieron obtener cur-
vas anormales.

TABLA VII.—Distribucién electroforética de las fraccciones proteicas del liquido ceéfalorragquideo, (Expresa-
das en valores relativos.)

Albtim. |
|
1.—Lig. ¢. r. Adenom. cromfb. ............een | 58,4
2—Liq. e 7. Gran mal . ....caeeossiaasas - 624
Si—kag o p, POIMeUritiE ... coceimmmmacnnres 65,9 |
4.—Suero Linfg. venéreo ...........ccoooieiiinen 39,6
Lig. c. r. Linfg, venéreo ..................... 56,3
5.—Suero Linfg. venéreo .............c..couiees 34,0
RAgy T oy AntS, VENtren. ... . .:.uessiorrens 42 4
6.—Suero Neurosifilis .........c..ceiiveaiiiivnniis 60,7
3G & o NeurdlifilE .. i 49,6
7.—Liq. c. r. Neurosifilis | 458

Glob. a | Glob. g8 Glob. vy Fibring. Curva de oro
| i ) N i e | e e e (ST, | P e
|
- 23,4 18,2 | 1100000000
6,7 13,4 174 | . 1100000000
8,5 11,4 10,4 | 3,8 | 1100000000
8,4 17,7 34,3 o
= 12,0 31,8 - 1111222100
3,6 12,3 38,4 11,7
9,4 21,9 26,6 = 1100000000
12,3 16,1 11,0 -
5,0 7,2 282 - | | 4334421100
- 2 56,2 o : 5555544210
, |

B) DEerramES.—Aparte de los datos que ya
hemos indicado sobre lo encontrado en algunos
derrames y orina, los trabajos de HESSELVIK y
LUETSCHER °*-** han venido a completar nuestra
informacién sobre los datos encontrados en los
derrames de otras enfermedades. Los resulta-
dos de estos dos autores no estin de acuerdo
en cuanto al numero de fracciones que ordina-
riamente el estudio de tales liquidos proporcio-
na, ya que mientras el primero sehala en su
experiencia que s6lo ha podido encontrar la glo-
bulina « tres veces en un gran numero de ex-
periencias, el segundo la puede demostrar en

todos los casos. Esta discrepancia es en reali-
dad de orden técnico, ya que, teniendo en cuen-
ta que en estos liquidos tal globulina se encuen-
tra en muy pequena proporcién, facilmente pue-
de comprenderse que s6lo con una técnica muy
cuidadosa pueda ser puesta de manifiesto.
Los enfermos con insuficiencia cardiaca con-
gestiva muestran tanto en los derrames pericar-
dicos, pleurales, como en los asciticos, una canti-
dad de proteinas totales que varia de 0,1 gr. a
3,7 gr. por 100. Proporcionalmente, la albiimina
se encuentra en mayor cantidad que en el plas-
ma, mientras que la globulina g esta4 en menores
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TABLA VITL—Distribucién de las fracciones proteicas en Glgunos derrames. (Segiin LUETSCHER.)

| | |

Proteinas Albimina
totales
Plasma normal ...... T 8,5 62,5
Insuficiencia cardiaca:
PIARIOR oot i 7,0 45,1
Liquido pericdrdico ............ 3,7 63,8
PIannam Do o N i e . 57 48,7
Liquido pleural .................. 2,2 57,6
PRI 0 s v cosyinsasbonaavsssuanvs 53 32,7
Liguido pleural .............cci0s : [ 37,0
Neumonia: |
BIREMR .. orovnivisvasanersassarinrnes | 56 | 40,6
Liguido. pleural  ...iidea | 4.0 | 50,5
Tuberculosis: '
i Do U e Ay eyt L | 6,3 52,2
Liquido. pleural .....iceessnrieis 44 61,6
PRI 3 rvn s e e 5,7 36,1

PO A e 2.4 | 37,5

‘ Glob, a Glob. B Glob, vy Fibrin6geno
| | |
7,0 13,2 11,6 5,7
[ | |
l |
5,9 21,0 22,8 . 5,2
5,6 10,1 16,8 | 3,7
46 27,1 15,1 | 4,5
51 14,7 17,6 5,1
6,1 39,1 18,4 3,7
4,4 32,9 15,4 10,3
10,3 26,8 13,6 8,7
14,5 19,1 13,8 2,1
| [
| 9,9 17,6 13,1 7,2
[ 7,0 13,7 14,0 37
, 9,6 10,9 32,1 11,4
| 7,7 8,5 39,3 7,0
|

proporciones (véase tabla VIII), La relacion en-
tre la cantidad de albimina en €l liquido y en
el plasma difiere tanto mas cuanto que el con-
tenido de esta fraccion en la sangre es mas ele-
vado.

En los derrames de la neumonia, tanto BLix *
como LUETSCHER, han encontrado un contenido
alto de proteinas oscilando entre 3,3 gr. a 4,0 gr.
La cantidad relativa de albimina de estos li-
quidos se encuentra también aumentada en re-
lzcion a la del plasma, mientras que la globuli-
na f y el fibrinégeno estin en menores propor-
ciones.

Los derrames de los tuberculosos reflejan
asimismo bastante bien las alteraciones del es-
pectro del plasma, de tal manera, que cuando
la desnutricién del enfermo es muy intensa y,
por lo tanto, la cifra de proteinas totales en la
sangre es baja, el analisis del liquido pleural o
ascitico proporciona cifras semejantes a las que
s¢ encuenfran en los trasudados, contrastando
esto con su caracter marcadamente inflamatorio.

Los datos obtenidos erl los derrames produ-
cidos por tumores son muy variables, ya que
dependen del mecanismo de formacién y del tipo
de tumor. Cuando se trata de derrames hemo-
rragicos el espectro es muy semejante al del
plasma. Si su origen es debido a la compre-
sion de grandes vasos, entonces su composicién
semeja a lo hallado en los derrames cardiacos y,
por ultimo, en los derrames mucinosos €l con-
tenido en proteinas es superior al del plasma.

Los datos electroforéticos tampoco permiten
a LUETSCHER establecer una marcada diferen-
cia entre exudados y trasudados.

C) ! LiQUIDO SINOVIAL.—Se consideran a las
proteinas de este liquido como formadas por al-

btimina, globulina y mucina; las dos primeras
derivadas de la sangre y la tercera seria un
producto de secrecion de las células de la mem-
brana sinovial, cuya composicion estaria en par-
te integrada por el &cido hialurénico. La elec-
troforesis ha podido mostrar a HESSELVIK !
que la albimina es semejante a la del plasma y
que las globulinas corresponden a la g y y del
mismo. En los diagramas se puede observar
emigrando delante de la albimina un componen-
te de pequena altura, el cual, estudiado por
BLIx *, después de su separaciéon ha mostrado
ser acido hialurénico puro, sin que se halla po-
dido reconocer su unién a ninguna de las protei-
nas del liquido. E1 hecho de que dicho acido emi-
gre como un componente diferente hace pensar
a BLIX que en el liquido sinovial se encontraria
en estado libre, ya que de gtra forma no se con-
cibe su emigracién como systancia pura y ade-
més que el producto conocido con el nombre de
mucina con toda seguridad se trata de un com
puesto que se forma sélo tras lss manipulacio-
nes mediante el acido acético considerado como
necesario para la separacion de la misma,

7. HORMONAS.

La electroforesis ha sido también empleada
para conseguir algunas hormonas en estado de
pureza, separandolas de otros materiales que,
aunque en muchas oc2siones carecian de activi-
dad hormonal, impedian hacer un estudio qui-
mico de la verdadera sustancia con efectos hor-
monales,

En este sentido ha venido a contribuir al es-
tudio de dos hormonas de la hipofisis: la hor-
mona de] crecimiento y la hormona luteinizante.
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Respecto a la primera, los trabajos de L1 y
EvaNs “* han demostrado que la sustancia aislz-
da de la hipofisis y responsable del desarrollo
de la rata hipofisectomizada emigra en la elec-
troforesis como un cuerpo simple y que su in-
yeccion sobre este eénimal no da lugar a otros
efectos hormonales, motivos ambcs por los que
hay que considerar a este producto como puro
y cuya caracterizacion quimica en los momentos
presentes esta siendo investigada.

En relacion con la hormona luteinizante,
SHEDLOVSKY, ROTHEN y GREEP *-* han podido
gislar de la hipoéfisis del cerdo un producto que,
estudiado electroforéticamente, muestra una
emigracion bajo la forma de tres componentes,
los cua’es una vez separados se ha podido com-
probar que en el mas rapido y al mismo tiem-
po el que presenta mayor concentrzeidn, existe
una actividad biolégica que peimite filiarle
como la hormona luteinizante de la hipofisis, ya
que en la rata macho da lugar a una prolife-
racion de las células intersticiales del testiculo
y en las hembres hipofisectomizadas provoca el
estro con aparicion del cuerpo amarillo cuando
se administra conjuntamenté con la hcormona
estimulante dz] foliculo. Posteriormente a estos
trabajos, Li, StMPsoN y Evans * senalan h:ber
aislado electroforéticamente un pioducto de la
hipofisis de la oveja, que tiene una actividad
biolégica semejante al aislzdo de la hipofisis del
cerdo, pero que curiosasmente difiere amplia-
mente de éste en cuanto a su pH y movilidad se
refiere,

De igual manera Li, EvANS y WONDER ** han
aislado de la sangre de yeguas embarazadas una
hormona gonadotrépica que en la electrofore-
sis se mostré como homogénea y cuya constitu-
cién quimica parece ser una glicoproteina; seme-
jantemente, pero a partir de la orina, GURIN,
BACHMAN y WILSON *-* comunican el aislamien-
to de otra hormena con efectos gonodotrépicos,
cuyo punto isoléctrico se encuentra entre pH
32y 33.

Por tultimo CoH, IRVING y DE VIGNEAUD **° han
logrado aislar, valiéndose de la electroforesis,
la sustancia oxitécica y presora de la hipéfisis
‘posterior' y determinir que la primera tiene un
punto isoeléctrico de pH 85 y la segunda
de 10,85.

8. FERMENTOS.

Electroforéticamente, TIsELIUS, HENSCHEN ¥y
SVENSSON '°! han demostrado que muchas de las
muestras de pepsinas consideradas como puras,
presentaban varios componentes que, sin duda
alguna, corresponden a impurezas, ya que el
aislamiento de la misma, valiéndose de la elec-
troforesis, permitié obtener el producto con una
2ctividad hasta un 69 por 100 mayor que la
muestra conseguida por otros procedimientos.

La accién de la pepsina sobre las proteinas
del plasma ha sido estudiada por WUNDERLY *%,
pudiendo demostrar que la alblimina es atacada

con mucha mayor facilidad que las globulip
de tal manera, que cuando la onda de la albj!
mina se encuentia reducida en casi una quing
parte, la globulina y, sélo ha experimentag
un ligero descenso. Este hecho tendria un v
lor considerable para la purificacion de los sye
ros antitéxicos.

El fermento amarillo de WARBURG y CHRig
TIAN y el citocromo C han podido ser purific
dos por THEORELL '**-'** yaliéndose de la condug
ta eléctrica del mismo.

9. OTRAS PROTEINAS.

Para terminar, indicaremos que la caseina hu.
mana y de la vaca han mostrado a MELLAN
DER '%-1% ]a existencia electroforetica por lo mé
nos de dos ccmponentes, cuyo contenido en ni
trégeno y fosforo fué diferente.

Sometiendo el producto de la hemolisis de s
eritrocitos separados del plasma al estudio elee
troforético, KURT y colab. '* han sen:lado que
aparte de la onda correspondiente a la emigra
cion de la hemoglobina, puede encontrarse en
los diagramas otra, queé curiosamente tiene li
misma velocidad que los eritrocitos cuando son
estudiados en soluciones que no altéran su es
tructura. Este hallazgo les lleva a considerar
que tal sustancia debe de encontrare en la
membrana del hematie y ser la responsable dé
la carga del mismo.

Las proteinas de los 6rganos son muy poco
conocidas en cuinto a su conducta eléctrica, no
chstante, DUCK, NIMMO y ALVAREZ TOSTADO ¥,
trabajando con albimina preparada del higado
de perros sometidos a una dieta de hambre, han
podido demostrar tres larga electroforesis di-
ferencias en la emigracion y nimero de los com-
ponentes en relaciéon con lo que ocurre en €l
producto tomado de un perio normal. Este he-
cho, aunque de gran importancia para sucesi-
vas investigaciones, carece en la actualidad de
una clara significacién, en tanto no se tenga
una mayor €xperiencia con respecto a la elec
troforesis de las proteinas aisladas de los Or-

ganos. :
L B 2

Estos son los resultados que, expuestos su-
cintamente, ha logrado el estudio electroforéti-
co de las proteinas humanas, Es indiscutible
que en €l terieno de las proteinas plasmaticas
queda atin mucho por hacer, ya que hasta el
presente lcs estudios de la mayoria de los au-
tores se han limitado a hacer una mera descrip-
cién de lo encontrado en estos plasmas, pero sii
tener en cuenta ni el estado del enfermo ni el
curso evolutivo del mismo, con el objeto de ver
si muchos de los sintomas o complicaciones qué
se presentan en algunas de estas enfermedades
podrian ser mejor explicados en virtud del co-
nocimiento de las alteraciones de las proteinas
de su plasma. Como antes deciamos, €s muy ve
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rosimil que las compliczciones infecciosas que
frecuentemente presentan los nefrésicos pue-
dan tener su explicacién en la disminucién de 12
globulina y, que no rara Vez puede ser demos-
trada en los mismos, No cabe duda que un me-
jor conocimiento del papel fisiolégico de cada
una de las fracciones proteicas contribuira a
aclarar muchos problemas. Por el momento €s
indiscutible que el antiguo esquema del cocien-
te A/G empieza a desmoronarse, ya queé no es
o mismo una inversién del mismo por aumento
de una glcbulina g que por una globulina y.
En otro sentido, €] método electroforético per-
mite aisler a! estado de gran pureza muchas
proteinas, contribuye a la facilitaciéon de su re-
conocimiento quimico, como hemos visto aque
ocurre en €l caso de las hormonas. Estudios
nosteriores podran decirnos si las fracciones ob-
tenidas por este método son especies quimicas

bie

n individualizadas, ya que si bien es verd:d

que la férmula quimica de cada una de las frac-
ciones globulinicas tiene que ser diferente, lo
que nos falta por saber es si dentro de cada
oruno que logra la electroforesis la constitucion
es homogénea, va que bien pudiera ocurrir que
aun con carga eléctrica idéntica su férmula fue-
ra diferente.

Queremos expresar aqui nuestro agradeci-
miento al Prof. A. StoLL, por habernos sumi-
nistrado todos los medios necesarios para es-
tudiar 1a técnica de la electroforesis de las pro-

teinas,

2si como también al Tribunal Califiea-

dor de la beca “Sandoz” (Profesores JIMENEZ
Dirz v S. HERRADOR v Dr. ViEpMA) al habernos
elegido para realizar dichos estudios,
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ORTGTENALES

IMPORTANCIA ETIOLOGICA DE LOS ESPI-
ROQUETES EN ALGUNOS PROCESOS Y
MANIFESTACIONES RESPIRATORIAS

F. TELLO VALDIVIESO, A, DUPLA ABADAL,

R. MARTINEZ-PEREZ,
Catedratico de Histopatologia,

y M, I. ARIJA.

Dispensario Central Antituberculoso de Zaragoza.
Director: Dr, F. TeLLO-VALDIVIESO,

Una de las cuestiones que han aparecido has-
ta ahora como més dudosas en la patologia res-
piratoria es el papel que pueden desempefiar
como productores de enfermedades los espiro-
quetes encontrados en la expectoracién o sobre
las mucosas respiratorias. La discusién se man-
tiene desde la aparicién de los trabajos de Cas-
TELLANI de 1906 a 1909, que habia senalado la
existencia de espiroquetes en cierta abundancia
en la expectoracién de bronquitis hemorragicas
€n la isla de Ceilan, Los describié como un tipo
especial con cierta especificidad dentro de los
espiroquetes. Por bastantes autores ya fué du-
dado, sin embargo, que tuvieran una importan-
cia patogénica, teniendo en cuenta que se en-
contraban especialmente en la boca de personas
que padecen alteraciones gingivales y otras bu-
cales, y en las de personas normales, espiro-
quetes con los mismos caracteres.

El mismo CASTELLANI .ayuddé a sostener la
duda, pues en trabajos posteriores describi6 dis-
tintos tipos de espiroquetes bronquiales con sig-
nificaciones distintas. La semejanza de los tipos
descritos como espiroquetes bronquiales con las
formas encontradas en la boca con cierta fre-

cuencia es tan grande, que su diferenciacién es
totalmente imposible. Hoy dia nadie ya, practi
camente, pretende seguir manteniendo a los es-
piroquetes encontrados en la traquea y bron-
quios o en sus productos como un tipo especial.
Sin embargo, por muchos investigadores se sos-
tiene el criterio de que los espiroquetes, muchas
veces saprofitos de ]a boca, pueden en ocasiones
producir alteraciones patolégicas de las vias res-
piratorias y del pulmén,

Sin remontarnos a trabajos de hace muchos
afos, queremos recoger brevemente la opinién
de algunos calificados médicos y observadores
en esta cuestion.

DELAMARE, en 1924, en su pequefio, pero im-
portantisimo libro, opina que la presencia de
un nimero elevado de espiroquetes en la expec-
toracion constituye una anomalia innegable, ya
que no son huéspedes habituales. Cree que su
presencia alli es debida a una contaminacién de
las vias respiratorias. Divide las broncoespiro-
quetosis en exoética o tropical y en cosmopolita.
En esta altima no cree tenga influencia el te-
rreno y €l clima en su desarrollo. La gripe, la
tuberculosis, la sifilis, piorrea alveolar denta-
ria y los canceres bucales jugarian un papel im-
portante en la invesién del tronco bronquial por
la fauna espirilar, pareciendo en estas condi-
ciones dudosa la importancia etiolégica de los
espiroquetes. De todos modos, experimentalmen-
te le parece que son relativamente patégenos
para el mono, por lo menos por via traqueal. En
cambio, parecen inofensivos para los conejos.
La nociéon de su patogenicidad radicaria prin-
cipalmente en su correlacién con la enfermedad.
Su aparicién coincidiria con el principio de ésta,
y su desaparicién, con la curacién. El carécter
esencial de la espiroquetosis respiratoria radi-
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