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ESTUDOS SOBRE A UNIDADE
DAS FRACCOES ALBUMINOSAS DO SORO

POR

DIONYSIO vox KLOBUSITZKY

A maior parte das experiencias sobre soro normal é constituida por tra-
balhos que se relacionam com compostos albuminosos existentes no soro. A
causa do interesse e attencio especial despertados por estes corpos, tanto
na actualidade como no passado, — abstrahida sua importancia medica e biolo-
gica — reside em primeiro logar nas multiplas difficuldades e impecilhos que
se deparam aos investigadores. Essas difficuldades, na maioria, podem ser attri-
buidas a uma causa unica, isto é, ao enorme volume da molecula e ao conse-
quente estado colloidal destes corpos. O excessivo peso molecular explica o
facto de ndo ser conhecida, até a epoca presente, nem mesmo de modo appro-
ximado, a constituigio chimica dos corpos albuminosos; sua classificacio ou
identificagio, destituida de base chimica systematica, apoia-se em outras pro-
priedades, até mesmp na procedencia anatomica, 0 que nos parece ainda mais
deficiente, sob o ponto de vista scientifico. E' mais facil approximar-se da
precisio exigida pelo espirito das sciencias naturaes por meio da verificacio
das propriedades physico-chimicas, devendo-se, porém, ter constantemente pre-
sente a nogio de que numa identificacio obtida & custa de um processo indi-
recto como este nio basta a concordancia de uma unica constante physico-chimica
para se concluir que dois corpos tambem nfio sio diversos quanto ds suas pro-
priedades, até mesmo na procedencia anatomica, o que nos parece ainda mais
varias constantes physico-chimicas, s6 sendo possivel affirmar com alguma pro-
babilidade de acerto a identidade chimica dos dois corpos quando nio houver
divergencia essencial. Seria igualmente erroneo seguir o caminho contrario, isto
¢, comprehender como identicos corpos dotados de propriedades physico-chimicas
muito differentes.

A incerteza ainda hoje reinante em sorologia relativamente ds relagbes de
parentesco chimico porventura existentes entre os compostos albuminosos do
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soro que apresentam estabilidade variavel em relagio a saes neutros, tem por
causa principal o facto de serem os resultados de pesquisas physico-chimicas, ora
levados em consideracio demasiada, ora desprezados. A wvalidade do grupamento
dos compostos albuminosos baseados nos varios methodos de floculagio salina
é questio ainda niio resolvida, nio se sabendo si se trata de estabilidade va-
riavel das mesmas fraccdes ou de modificagbes de um mesmo composto albu-
minoso ou entio si exprimem realmente a existencia de corpos perfeitamente
distinctos, sob o ponto de wvista chimico, que, no maximo, tenham origem bio-
logica commum.

No presente trabalho propomo-nos a esclarecer este problema, baseado em
parte na literatura chimica e physico-chimica ja existente e em parte em nossas
proprias experiencias, pesquisando o assumpto tio completamente quanto nos
permittirem os dados de que dispomos.

Passando revista 4 historia da sorologia normal, verificaremos que até a
primeira metade do seculo XIX apenas ha noticia de um corpo albuminoso,
denominado seralbumina. Foi Liebig, o notavel chimico alemdo, o primeiro
a observar que a addigio de algumas gottas de acido acetico ao soro dava logar
a uma turvacio ligeira, mas sem duvida devida 4 albumina. Preoccupadissimo com
outros estudos, nio teve Liebig occasiio de dedicar maior attencic a esta obser-
vacio, tendo, todavia, publicado suas experiencias, despertando a curiosidade de
Zimmermann sobre o problema. Este, em 1846, nio s6 repetiu os trabalhos de
Liebig, como tambem os ampliou, tendo filtrado o precipitado, diluido forte-
mente o soro clareado em agua destillada e deixado longo tempo em repouso,
depois do que verificou apparecer ainda no soro nova turvagdo.

Os trabathos dos dois pesquisadores nio tiveram, porém, repercussio, o que
determinou que o medico escandinavo Panum, em 1851, redescrevesse esse phe-
nomeno, dando-o como novo. Segundo confessa, fez a observagio por acaso,
juntando pequena quantidade de soro a um vidro com agua, surprehendendo-se
ao ver que o conteiido se turvava, dando deposito amarello esbranquicado. No
fim de 24 horas filtrou o deposito facilmente, verificando ser elle soluvel em
alcali diluido, acido acetico diluido e bicarbonato de sodio, ao passo que se
mostrava insoluvel em alcool, ether e agua destillada. Concluiu, pela consisten-
cia do deposito e pelas propriedades de solubilidade, tratar-se seguramente de
um composto albuminoso ainda desconmhecido. Nio externou a principio um
juizo preciso sobre a natureza desse composto albuminoso, considerando varias
possibilidades, como a albumina de Mulder, entio conhecida por bioxydo de
proteina, o albuminato de sodio, a caseina. Mais tarde, baseado em pesquisas
mais apropriadas, concluiu tratar-se de uma qualquer modificagio da albumina,
dando certeza de ser um composto independente, ao qual chamou sero-casei-
na (4). Panum determinou, ao mesmo tempo, que a quantidade de precipitado
de um soro diluido augmenta consideravelmente quando se acidifica a diluigdo,
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quer pela addi¢io de algumas gottas de acido acetico, quer fazendo passar por
elle uma corrente de CO>,

Este phenomeno foi observado e descripto quasi ao mesmo tempo por
Scherer e Denis (5) que, completando e controlando os trabalhos do ultimo
relativos 4s albuminas vegetaes, applicaram essas verificagdes ao soro. A des-
coberta de Panum foi em primeiro logar examinada por Schmidt, que lhe
ampliou as pesquisas, verificando que o precipitado se redissolve quando o
anhydrido carbonico (CO?) é expulsado por um gas inerte, como o azotico.
Apoiando-se na opiniio de Lehmann (7), tomou Schmidt esta albumina por glo-
bulina de Berzelius (Berzelius deu o nome de globulina a4 albumina dissolvida,
de caracter albuminoide, extrahida por pressio do coagulo sanguineo (8)), dande-
lhe 0 nome de substancia fibrinoplastica, para exprimir a relagio, na sua opinido
existente, entre esta albumina e a formacio da fibrina.

Alguns annos mais tarde, verificou Kuehne (9), ao controlar os trabalhos
de Panum, que os corpos albuminosos obtidos com o processo deste nenhum
papel representam na formagio da fibrina, sendo, portanto, completamente
erradas as denominagbes de corpos albuminosos de Berzelius ou substancia fi-
brino-plastica. Kuehne tinha os corpos albuminosos precipitaveis pelo anhy-
drido carbonico e pelo acido acetico na conta de duas fracgbes diversas, recom-
mendando para o primeiro a designagio de globulina ou paraglobulina e para
o ultimo a de albuminato de sodio. Interpretagio identica foi a de Eichwald (10),
que dividiu os corpos albuminosos do soro em tres grupos, distinguindo a sero-
caseina, a seroglobulina e a seralbumina, e acceitando, portanto, tal como Kuchne,
duas fracgbes de globulina. O proprio Panum adoptou o ponto de vista unitario
em relagio ds fracgbes de globulina, alliando-se mais tarde 4 sua interpretagio
Heynsius (11), Bruecke (12) e mesmo Kuehne. Conseguiram os citados aucto-
res demonstrar, por um lado, que muitos dos casos de formagio de fibrina no
soro correm por conta de impurezas e que o soro puro nio contem substancia
geradora de fibrina; e, por outro lado, que a pesquisa das restantes proprie-
dades (principalmente de solubilidade) da paraglobulina de Kuhne e do albu-
minato de sodio ndo revelava entre os dois differengas essenciaes, o que os
levou a considerar a globulina como substancia una,

Os trabalhos assim originados e os debates delles decorrentes despertaram
logo o interesse por essa fracgio labil do soro, determinando na literatura o
apparecimento de um numero sempre crescente de trabalhos sobre este assumpto.
Dos trabalhos mais antigos s6 consideramos, porém, necessario citar os que apre-
sentarem importancia basica para o ponto de vista hoje acceito.

Entre os ultimos figura o trabalho de Heynsius, que, em sua communicagio
acima citada, demonstrou nido ser possivel, pelo processo de Panumn, separar
do soro todas as substancias que ndo apresentem caracter albuminoso, ficando
sempre uma parte, precipitavel pelo chloreto de sodio saturado. Considerou as
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duas fracgGes como uma unica, descrevendo-a sob o nome de globulina. Digno
de nota é tambem o trabalho de Weyl (13), nio sé porque apresentou o primeiro
processo de purificacio da albumina de Panum, como tambem porque originou
o nome, hoje de emprego generalizado, de seroglobulina, dado a essa albumina,
Weyl fora discipulo de Hoppe-Seyler (14), que denominava globulinas a todos
os corpos albuminoides que se precipitam & diluigio com agua destillada, vol-
tando a dissolver-se em solutos alcalinos neutros.

E’ dessa epoca (1870-1880) que datam os methodos ainda hoje applicados
na separagio das globulinas e albumimnas. Em 1878 Hammarsten (15) intro-
duziu, para a precipitacio da globulina pelo sal, a solucio saturada de sulfato
de magnesio e, oito annos mais tarde, publicou Kauder (16) as experiencias
de Hofmeister sobre o fraccionamento pelo sulfato de ammonio, processo este que
constituiu o ponto de partida para as numerosas pesquisas emprehendidas por
um grupo de investigadores, os quaes proseguiram no fraccionamento da sero-
globulina.

Mais um adiantamento na pesquisa da globulina foi a verificacio de que
pela dialyse é precipitada apenas uma parte da mesma com sulfato de ammonio
parcialmente saturado, ou com sulfato de magnesio saturado, de maneira que
a insolubilidade na agua, considerada propriedade caracteristica da globulina, é
observada somente numa parte della (Hammarsten (15), Burckhardt (17), Mar-
cus (18), etc.). Hofmeister denominou euglobulina a parte precipitada pela
dialyse e pseudoglobulina a parte soluvel. Hammarsten accrescentou, is duas
fracgdes que se podem precipitar com o minimo de 33% e o maximo de 50%
de soluto de sulfato de ammonia saturado, uma terceira, a fibrinoglobulina,
nome pelo qual se comprehende o corpo albuminoso residual das solucdes de
fibrinogeno terminada a formagio da fibrina. Deu-se-lhe 0 nome de fibrino-
globulina por possuir as propriedades do fibrinogeno (isto é, ser precipitavel com
28-33% de soluto de sulfato de ammonia), assemelhando-se, porém, mais 4 glo-
bulina, quanto a niio formar fibrina,

A classificagio indicada por Hofmeister determinou a separacio das glo-
bulinas em grupos distinctos. A divisio mais generalizada comprehende — nio
inclusa a fibrinoglobulina — tres grupos (Doerr-Berger (20), Halliburton (21),
Kimura (22), Porges-Spiro (23), etc.). O primeiro, constituido pela parte
precipitavel em 30-36% de soluto de sulfato de ammonio saturado; o segundo,
em 37-43% e o terceiro, em 44-350% do mesmo soluto. A primeira parte cor-
responde approximadamente & euglobulina precipitada pela dialyse; a segunda e
a terceira differenciam-se ordinariamente por pseudoglobulina I e pseudoglobu-
lina II. Alguns auctores, entre elles B. Burckhardt (17), admittem ainda como
grupo distincto a parte precipitada pela passagem da corrente de anhydrido car-
bonico ou em soluto de sulfato de ammonio saturado a 309, denominando-a
paraglobulina. [Existiriam, portanto, quatro especies de globulina, a saber: para-
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globulina, precipitavel por dilui¢io, corrente de CO* ou em 30% de soluto
saturado de sulfato de ammonio; euglobulina, precipitavel pela dialyse ou
30-36% de sulfato de ammonio; pseudoglobulina I, precipitivel em 37-43% de
sulfato de ammonio saturado e, finalmente, pseudoglobulina II, precipitavel em
44-50% de suliato de ammonio ou em soluto de sulfato de magnesio saturado
(reacgio neutra).

Essa divergencia do primitivo conceito monistico de Panum ndo se res-
tringiu s globulinas, pois no decorrer do tempo um numero sempre crescente
de pesquisadores pos em duvida tambem a unidade da seralbumina. O primeiro
a adoptar a classificagio das seralbuminas em grupos foi Halliburton (21).
Chegou 4 conclusiio de que na seralbumina crystallizada pelo methodo de Gruber,
quanto a seu comportamento na coagulagio pela calor, se podem distinguir tres
grupos: seralbuminas Alpha, Beta ¢ Gamma, coagulando respectivamente a
- 70-73°C, 76-78°C e 82-85°C. Hoje nio podemos mais admittir como exactos 0s
resultados de Halliburton, visto como em sua epoca ndo existia ainda o processo
da dialyse, pelo qual se obtém solutos albuminosos completamente livres de sal ¢ o
sal exerce influencia consideravel sobre a temperatura de coagulagio. A unidade da
seralbumina hoje em dia é contestada, nfio em face das experiencias de Halli-
burton, mas sobretudo pela observagio de que é impossivel quantitativamente
crystallizar-se a seralbumina. Este corpo assemelha-se @ ovalbumina, isto é,
pode-se obter a crystallizagio de uma parte apenas, ou sejam no maximo 40%
do material primitivo, segundo as experiencias de Robertson (24). Dahi a dis-
cordancia sobre si a seralbumina crystallizavel é ou niio, sob o ponto de vista
chimico, identica 4 nio crystallizavel.

Ao lado dessas duas questdes, a unidade da seralbumina e a da seroglo-
bulina, surgiu ha cerca de 10 ou 15 annos uma terceira, sobre a possibilidade
da transformagio da albumina em globulina ou vice-versa, na corrente sanguinea
ou in vilro. No decurso de experiencias clinicas, taes como pesquisas de immu-
nidade, fez-se frequentemente a observagio de que a quantidade do corpo albu-
minoso, que pelo seu comportamento na floculagio de sulfato de magnesio ou
sulfato de ammonio deve ser incluido entre as globulinas, augmenta considera-
velmente. Em parte dos casos [Loebner (25), Galehr (26), Gussio (27)] di-se
esse accrescimo de globulina sem o augmento do conteudo total de albumina.
Seria, portanto, natural a supposicio de que nesses casos a albumina se con-
verte em globulina, dentro da corrente do sangue. As analyses chimicas provam,
como veremos, que as globulinas e as albuminas sio corpos albuminosos
distinctos. E', pois, de importancia capital a questio da transformacio das
albuminas em globulinas, pelo que tratarei desse assumpto em primeiro logar.

— O modo mais racional de encarar a questio ¢ comegar pela comparagio
das experiencias physicas e physico-chimicas relativas 4 albumina e 4 globulina,
pois esse Processo nos permitte determinar immediatamente si a albumina e a
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globulina sio apenas modificagbes do mesmo corpo albuminoso ou si realmente
constituem corpos distinctos sob todos os pontos de vista.

Desejo ainda fazer notar que se trata, sempre que ndo houver indicagio
em contrario, de corpos albuminosos obtidos de sangue de cavallo, entendendo-
se por globulina sempre a globulina soluvel em agua, isto ¢, a mistura das pseu-
doglobulinas I e IIL

As analyses chimicas — conforme se evidencia pela tabella I — ndo sdo,
infelizmente, numerosas, nem recentes, porém, visto como os resultados coin-
cidem exactamente, podemos consideral-os positivos.

TABELLA 1

Composicao porcentual dos corpos albuminosos

C ! H N S 0 Autor

L e e = I - . TR m= = = = e —r——— —= — g
| }
Seroglobulina. . . . . | 5271|701 [ 1585 | 1,11 | 2332 | Hammarsten (28)
Seralbumina . . . . . | 53041 710 1571 | 1.86 | 2229 | Michel (29)
Seralbomina . . . 5305! 685 | 1604 | 171 | 2229 | Starke (30)

Seralbumina crystallizada . | 53,06 | 705 | 1569 | 1,89 | 2231 | Maximowitsch (31)

Pela comparagio dos dados verificamos primeiramente que a composigio da
parte crystallizavel da seralbumina coincide com a da parte nao crystallizavel.

Confrontando os resultados relativos 4 globulina e 4 albumina, encontra-se
differenca apenas quanto ao teor de enxofre, o qual esti seguramente alem do
limite dos erros analyticos.

Uma notavel differenca entre a globulina e a albumina fo1 encontrada tambem
por auctores que examunaram o conteudo de acido aminado desses dois corpos.
A tabella abaixo é constituida pelos resultados de auctores diversos, porque o
isolamento dos varios acidos aminados € um processo tio difficil e moroso que
torna quasi impossivel a determinagio numa substancia albuminosa de mais
de um ou dois desses corpos.
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TABELLA TII

Porcentagem de acido aminado contido nos corpos albuminosos

| '
Acido aminado . Seroglobulina ! Seralbumina Auctores
e —— | ' ..-JI__ e — - — -

Glycocolla . . . . 3.5 0.0 ‘
Alarona . . . . . 22 2.7
falina o L2 tracos | ?

i . - slaaie |

Leucina . 18.7 20,0 ||

&) & oy ol |'

Phenylalanina 38 3.1 g

Tyrosina. 28 21 |

3 oy an gl o __: Abderhalden (32) (35)
Serina . 0.0 | 0.6 : Abderhalden ¢
o ¢ uae )
Cystiog o i o v aua 1.3 | 25 : Samuely (33)
— ; Moemner (34)

Prolloa . . . . . [ 28 1.0
Acido asparaginico . | 25 3.1
Acxdo glutaminico . 25 77
Hist\ling. . . . . | 28 34
,1 Atgindesl " songin )l | 395 49
ENVERRY Eersion - ahviaa | 8,05 132

Em vista, niio s6 de serem os resultados apresentados por auctores diversos,
mas terem estes tambem trabalhado com methodos differentes, deve-se attribuir
importancia somente a uma divergencia pronunciada. Ha quatro pontos de dis-
cordancia que se devem considerar: 1. A globulina contem glycocolla, ao passo
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que na albumina este acido, o mais commum dos acidos aminados, nio se en-
contra em absoluto. 2. A globulina contem muito menos cystina do que a
albumina, o que esti de accordo com os resultados das analyses elementares,
pois tanto a globulina como a albumina s6 contém enxofre em forma de cystina
[M6rner (36)]. 3. A seralbumina é muito mais pobre em prolina do qu= a
soroglobulina. 4. A globulina contem 30% menos lysina que a albumina.
Esta ultima indicagip foi confirmada pelas experiencias em que era determi-
nada apenas a quantidade do nitrogenio que apparecia em diversas ligagbes [Ki-
mura (22), Thomas e Lock (23)].

Alem disso, verificou-se ainda que na albumina ha mais nitrogenio titu-
lavel com formol, segundo Sorensen (38), do que na globulina, pois o quo-
ciente do nitrogenio total e do nitrogenio titulavel com formol é na primeira
13, na segunda 21 [Obermayer e Wilhelm (39)].

Diversos pesquisadores estudaram a questio da fixacio de halogenio e
calcio desses corpos albuminosos, indicando suas experiencias que deve existir
uma differenca chimica entre soroglobulina e soroalbumina. A globulina, por
exemplo, pode ligar cerca de 25% menos iodo do que a albumina [Blum (40)].
Blum e Strauss (41) mostraram que ha differenca, nio s6 relativamente 4
quantidade total do iodo combinado, mas tambem quanto & distribuicio do
todo. No caso de iodizagio completa (em meios alcalinos), a soroglobulina liga
83% de iodo, dos quaes 6,64% passam para o annel de tyrosina e 1,66%
tomam o logar de um hydrogenio do grupo NH® Na albumina a quantidade
total de iodo € de 8,96%, sendo 2,23%, quasi 5056 mais do que na globu-
lina, ligados ao grupo NH?®. Quanto 4 fixagio de calcio, Csapé e Faubl (42)
verificaram que 100 grs. de seroglobulina podem ligar 37,5 mgrs. e 100 grs. de
seralbumina 78,0 mgrs. de calcio, no maximo.

Relativamente ao peso molecular, podem-se considerar como os mais exa-
ctos os resultados de Svedberg e Sjogren (43), que usaram nas suas expe-
riencias o ultracentrifugador de Svedberg (44). Segundo as observagdes dos
citados auctores, o peso molecular de seralbumina com pH 4,8 obtido com
soluto tampdo, € de 67 500, o de seroglobulina, com pH de 5,5, de 103 800.

Ha differenca entre os corpos albuminoides tambem quanto 4 temperatura
de coagulagio. A temperatura de coagulagio maxima de seroglobulina con-
tendo 5-10% de chloreto de sodio, segundo verificacio de Hammarsten (45),
é de 75°C; a da albumina, nas mesmas condigies, é de 85°C. Spiegel-Adolf
(46) observou que a seroglobulina coagulada pelo calor perde definitivamente
a solubilidade na agua, o que nio se di com a seralbumina.

Determinou-se tambem por repetidas vezes a capacidade rotativa optica
desses dois corpos albuminosos. Os resultados, entretanto, sio contradictorios,
devido & difficuldade da obtengiio de solutos perfeitamente homogeneos, trans-
parentes. Sé solugbes fortemente diluidas, de 2-3%, sio bastante homogeneas
para se poderem usar na determinagio da capacidade rotativa. A rotagiio ma-

10
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xima de taes solugdes é de 1-2°, o que naturalmente nio permitte uma leifura
exacta, podendo, pois, occorrer graves erros. Das medicGes recentes as mais
precisas parecem ser as de Hafner (47), que determinou a rotacio a 20,5°C,
a luz vermelha, amarella, verde e azul. Segundo suas indicacbes, a differenca
da capacidade rotativa especifica 4 luz azul e 4 luz vermelha é, na seroglobu-
lina, 78°35, 0 quociente sendo de 2,1, ao passo que na seralbumina essa diffe-
renca € de 66°5 e o quociente 2,3.

A reiracgio da globulina é tambem mais intensa do que a da albumina,
conforme demonstrou Schretter (48). Em relagio 4 absorpgio, Svedberg e Sjo-
gren provaram ndo ser igual nos dois corpos albuminosos, visto como a curva
do coefiiciente de absorpgio da globulina é muito mais ascendente do que a da
albumina. Tratando-se de globulina, os coefficientes de absorpcio maximo e
minimo, isto é, o valor do log 1/11 era, respectivamente, 1,35 ¢ 0,63, enquanto
para a albumina era de 0,68 e 0,45.

O facto, ha muito conhecido, de que esses dois corpos differem conside-
ravelmente tambem pelos seus pontos isoelectricos, foi ultimamente confirmado
por Pauli ¢ Valko (49), que fizeram as determinagdes em corpos albuminosos
electrodialysados, sendg sua pureza controlada com repetidas medigGes de con-
ductividade. Segundo estes auctores, o ponto isoelectrico da globulina corres-
ponde ao pH 5,5, o da albumina ao pH 4,99.

Relativamente 4 conductividade especifica, concentragio dos ides de hy-
drogenio, condigbes de dissociagiio, viscosidade e comportamento da globulina e
da albumina para com saes neutros, os quadros abaixo apresentam os resul-

tados por mim obtidos. Os dados referem-se, quando nio houver indicagio
especial, a solutos absolutamente livres de sal, obtidos pela electrodialyse (30).

TABELLA III

Conductividade especifica dos corpos albuminosos

| Comcentracfo | Cooductivida- | x
percentual | de reciproca | H
T E——— T
Pseudoglobulina - 191 1.90.10-6 - 8,90.10-7
Psevdoglobulina 277 3,26.10-8 1,09.10-6
Albumina do sor0 | 1.72 3,42.106 8,12.10-6
Albumina do sor0 277 398.108  924.10%

11
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TABELLA 1V

Viscosidade relativa das substancias albuminosas do soro (a 25°C)

Concentracio
percentual
Pseudoglobulina . 1 : 10908
Pseudoglobulina : 2 1,1886
Albumina do soro d 1.0590
Albumina do soro 1 2 1,1139

Ha uma differenca bem pronunciada entre os dois corpos albuminosos
quanto as constantes de dissociagio calculadas pela conductividade, velocidade
de movimento, concentracio dos iGes de hydrogenio e concentracio molecular,
pois a globulina é mais fortemente dissociada numa solugio a 3%, correspon-
dendo a parte dissociada (*) a mais de 80% da concentracio total.

Sendo a concentragio superior ou inferior a 3%, a dissolugio (percentual)
diminue; assim, p. ex., numa solugio de 0,95% sdo dissociados apenas 34% e
55% numa solucio de 5,499, ao passo que na albumina do soro a diminuigdo
esta em razio directa do augmento da concentragio total. Albumina de soro
a 0,49% dissocia 43% ; a 1,72%, 20% e a 3,339, pouco menos de 159. Quanto
a diversa sensibilidade em relagio a solugbes salinas neutras posso estabelecer
" o seguinte (51): para se produzir numa solugio albuminosa constituida por
euglobulina e pseudo-globulina e contendo 09% de NaCl (cuja concentragio
era graduada de 3,69 a 5,39%, por meio de 2,5 de solugdes salinas normaes,
em temperatura ambiente, dentro de uma hora), uma turvagio filtravel, sio
precisos 2,2 cc. de n/30 HNO? ou HCI, usando-se Na2SO* 0,0, NH4SO!* 0,3,
NaCl 0,5 ¢ MgSO*.

(*) Os calculos sio baseados na theoria de Pauli, da dissociacio dos corpos albu-
minosus. A concentracio dos ibes de hydrogenio foi considerada como caunsada totalmente
pelas partes ionizadas e a quantidade dos ides ampholyticos calculada por meio da formula

K. 1000
A — - A 4+ =_lﬁﬁ'm K" = K-K'. 10 = velocidade de movimento do iio de
: Cy 360, . ,
albumina, H':Wiﬁﬂ=m da velocidade de movimento do ifo de hydroge-

nio (350) com a do ifio de albumina (10).
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Experiencias feitas pelo mesmo methodo com albuminas de soro mostra-
ram que Na2SO* flocula sem addicionamento de acido, NaCl apés accrescimo
de 0,6 (NH*)*SO* de 18 cc., ao passo que que MgSO* era ainda inactivo ao
addicionamento de 3,0 cc. de acido.

Ap6s os dados acima, que indicam claramente a diversidade, sob todos os
pontos de vista, da albumina e da globulina do soro, consideremos os factos
experimentalmente provados e geralmente apontados como indicios da unici-
dade dos dois corpos albuminosos.

Segundo Moll (52), um dos primeiros pesquisadores que procurou provar
a identidade da albumina com a globulina, tanto os clinicos, como os theoristas,
fundam suas affirmacdes em que ou a albumina é mais labil para com saes
neutros, ou a chamada euglobulina é soluvel em agua. A alterada sensibilidade
da albumina para com os saes neutros nio pode, entretanto, constituir argu-
menfo contra as determinagbes chimicas, physicas e physico-chimicas, visto de-
pender a floculagio pelos saes de um colloide, em primeiro logar, do grau da
dispersio. Quanto mais dividido for um colloide lyophilo, tanto maiores devem
ser as concentragdes do sal afim de ser destabilizado. Si bem que nio conhe-
¢camos ainda a sensibilidade do mecanismo da actuacgio do sal, estd fora de
duvida que ao menos parcialmente se baseia na deshydratacio, isto €, na sub-
tracgio do meio soluvel, ou seja da agua. Quanto mais fraccionado for o
corpo albuminoso, maior é sua superficie, ceteris ponibus a energia superficial
com que fixa a agua, e tanto mais difficil se torna a deshydratagio. O facto,
porém, de a albumina destabilizar-se a qualquer intervencio pela acgio de con-
centragdes salinas menores do que as geralmente usadas ou antes de qualquer
intervencio, indica apenas que na sua dispersio occorreu alguma alteragio, isto
¢, alguma impureza. A floculagio do sal nio &, de resto, um methodo perfeito
para separagio das globulinas e albuminas, por ser muito provavel que 4 addigio
de um sal, p. ex., sulfatc de ammonio meio saturado, por maior que seja 0
cuidado empregado, se instabilize uma parte de albumina, ficando ao mesmo
tempo uma pequena quantidade de globulina em solugio. Esta circunstancia,
a meu ver, explica os pequenos erros de analyse. Posso provar esta minha
affirmagio pelo seguinte: é da natureza dos corpos colloidaes que o tamanho
das partes dispersadas, mesmo quando nada influe sobre a solugio, se altere
constantemente, dentro de certos limites. E', portanto, perfeitamente plausivel
que numa solucio de globulinas e albuminas haja tambem particulas de glo-
bulina que no momento de ser addicionado o sal sejam mais finamente disper-
sadas do que a media geral, podendo simultaneamente existir na solugio
particulas de albumina cujo grau de dispersio seja tambem menor do que 0
da maioria das particulas de albumina. Addicionando-se a um soro uma con-
centracio salina que é boa concentragio de limiar para instabilizar a globulina,
as partes de globulina finamente dispersadas niio se destabilizam, mas sim as

particulas de albumina mais grosseiramente dispersadas. A concentragio salina

13



288 Memorias do Institulo Buotantan — Tomo VI

necessaria 4 instabilizagio determina apenas o grau de dispersio. E’, entre-
tanto, erroneo concluir-se que a diminuida estabilidade é indicio de uma trans-
formagio chimica. Na floculagio com sulfato de ammonio devemos ainda levar
em consideracio o modo de preparar a solucio de (NH*)? SO% « O (NH*)SO*
decompbe-se ao calor (a solugio acidifica), podendo-se, pois, considerar so-
mente os resultados obtidos com solugGes saturadas em temperatura am-
biente. '
As experiencias de Fanconi (53) provaram cabalmente que é erro acredi-
tar-se numa transformacio da albumina s0 pelo facto de se destabilizar com
maior facilidade. Este auctor conseguiu preparar globulina artificial com uma
parte de albumina obtida de soro de sangue, pelo methodo de Moll (52) modi-
ficado por Ruppel (54), e que consiste essencialmente na alcalinizagio. Pela
comparagio de suas propriedades physicas com as da albumina preparada com
o mesmo soro e¢ com a globulina natural, verificou que eram iguaes ds da
globulina natural somente quanto a floculagio de sulfato de ammonio, sendo as
demais propriedades diversas das da globulina natural e semelhantes 4s da
albumina. .

Alguns auctores relatam casos de transformagio da albumina em glo-
bulina, nos quaes a albumina floculada era sujeita a qualquer influencia, p. ex.,
por meio de acidos gordurosos [Jarisch (55) e Katsumura (56)] ou sendo
electrodialysada a 60°C [Gutzeit (57) etc.] (58). Julgamos desnecessario
provar que por tio sensiveis influencias sio alterados, nio s a dispersibilidade,
mas tambem outras propriedades dos corpos albuminosos. A circunstancia de
nio terem os auctores observado sindo a alteragio da precipitacio é devida ao
facto de nio haverem examinado outras propriedades da “albumina convertida”.

Tambem os casos, bastante frequentes, de augmento da globulina in vivo
(molestias infectuosas, inanigio, immunizacio, irradiagbes, etc.) ficou em parte
provado que sio motivados unicamente pelo augmento do grau de dispersio
[Knipping ¢ Kowitz (59)]. Tambem nos casos em que — como, p. ex., num
certo estado das doengas infectuosas — existe de facto um augmento de globu-
lina, isso ndo se traduz necessariamente por uma transformacio da albumina,
pois é muito mais logica a explicagio de que nesses casos as cellulas do orga-
nismo — por um motivo que ainda desconhecemos — synthetizam e fazem
passar para a corrente sanguinea maior quantidade de globulina do que em
condigies physiologicas.

Em resumo, posso determinar que a albumina e a globulina sdo corpos albu-
minosos chimica e physico-chimicamente diversos e que em absoluto nio se
convertem um no outro, quer im vilro, quer s vivo, sendo erroneas todas as
conclusdes nesse sentido, por se basearem, ou em resultados experimentaes que
permitem uma conclusio apenas sobre a modificacio do grau de dispersio, ou
em experiencias nas quaes a molecula soffrera alguma alteragio profunda.

14
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A questip da identidade das albuminas de soro crystallizavel ¢ nio crys-
tallizavel nio pode ainda ser resolvida de modo satisfactorio, por niao dispormos
por ora de resultados comparativos precisos sobre albumina crystallizada e nio
crystallizada preparadas do mesmo soro. As analyses chimicas de Maximo-
vitsch a que acima me referi nio indicam differenca alguma entre as duas
modificacGes da albumina. Alem disso, o facto de a albumina do soro, ao
contrario da hemoglobina, s se crystallizar na presenca de uma consideravel
quantidade de sal e de serem as formas de crystaes muito differentes, indica
que a albumina do soro crystallizada nio € uma substancia pura, mas forma
com o sal qualquer combinagio, provavelmente de adsorpgio. E’ por esse
motivo que nessa questio nio posso attribuir importancia 4 crystallizagio. As
experiencias feitas com a crystallizagip [Wichmann (60), Gurber (61), Michel
(62)] nio deram resultados regulares, nio constituindo prova para a plurali-
dade da albumina do soro. As analyses hoje 4 nossa disposi¢io, determinagoes
physico-chimicas, etc., ao contrario, evidenciam a unidade da albumina,

Seguindo o programma estabelecido, trataremos agora da unicidade das
fraccoes de globulina. Nessa questio o ponto mais discutido € a posigio desta-
cada da euglobulina, pelo que iniciaremos por ahi a nossa exposigio.

Sobre as diversas fracgdes da globulina conhecem-se ainda menos dados do
que sobre a globulina total. O quadro a seguir apresenta alguns dos elementos
conhecidos.

Conforme essa tabella, somente Porges e Spiro encontraram differengas
notaveis, mas tambem estas apenas relativamente ao conteudo de C e N das
duas ultimas fracgdes. As indicagdes de Kimura, que nio encontrou grandes
differencas, coincidem com os resultados das analyses de fracgbes de globulina
de Hartley (63) ¢ Woodmann (64). Alem disso, Woodmann determinou
ainda a actividade optica da euglobulina e pseudoglobulina, sem encontrar diffe-
renga entre as duas fracgoes.

TABELLA V

Concentragio do | | ’ "

sulfato de ammo- l C b8 | Aucto-

nio percentual i i ‘ 1 '1
30-37 268 | ?.65 | 1608 | 113 A
37-44 | 5048 ! 1550 @ 098 |} Porges ¢ Spiro (23}
44-50 4152 | 3.14 | 140 | 092 1_[_
25.29 s138 | 75 | 1619 | 128 ‘
30-36 512 | 738 1598 1 125" :
37-43 0S3 | 748 ' 1590 ! 121 | s

' 44-50 815 | 758 l-158. 1 119 ‘
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E’ completamente errada a separagdo da globulina em euglobulina e pseudo-
globulina de conformidade com a precipitacio pelo sulfato de ammonio. Todas
as causas de erro na separagio das globulinas e albuminas, de que acima ja
tratimos mais detidamente, desempenham papel muito mais importante, porque
a dispersio da globulina é muito mais variavel do que a da albumina, pois a
globulina em si ji é um corpo albuminoso bem mais labil do que a albumina.
Pelas minhas experiencias que, no tocante i precipitabilidade da albumina e da
globulina, foram feitas com differentes saes neutros e CH diverso (65), ficou
bem evidente que a globulina é muito mais sensivel & variagio do CH do que a
albumina, o que ¢ indicio de que existe na solugio uma wverdadeira escala de
proporgoes da globulina.

A quantidade de globulina precipitada por uma certa concentragio da solugio
salina é, por conseguinte, muito mais determinada pelo acaso do que a separagio
de albumina e globulina. A separagio dos saes nio constitue, pois, uma prova
para a diversidade da globulina e da albumina.

E’ muito mais convincente o argumento de a euglobulina ser insoluvel na
agua, ao passo que a pseudoglobulina, conforme se observa no quadro III,
possue uma conductibilidade que equivale quasi & da agua destillada. Electro-
dialysando-se uma solugio de globulina precipitada com (NH*) SO* saturada
a 50%, ella nio se dissolve por completo, mas fica sempre uma parte do preci-
pitado de albumina que s0 se dissolve com o addicionamento de pequenas quan-
tidades de sal. Sou de opiniio que € exacta a distincgio das fracgbes soluvels
e das nio soluveis em agua, por ser a solubilidade uma propriedade caracie-
ristica das ligaghes chimicas. O facto de na composi¢io chimica e na activi-
dade optica nio terem sido encontradas differencas ndo pode ser considerado
um argumento tio importante que exclua a pluralidade dos dois corpos albu-
minosos, tanto mais quanto os resultados das determinacGes da actividade
optica, como ji ficou dito, sio pouco seguros.

Segundo Hartley (66), tambem se péde dissolver a euglobulina na agua,
quando o soro houver sido extrahido pelo processo de Hardy e Gardiner (67).
Os resultados de Hartley, porém, niio podem comprovar a solubilidade da euglo-
bulina na agua, pois nio podemos considerar os corpos albuminosos assim prepa-
rados como naturaes. O processo consiste na precipitagio dos corpos albumi-
nosos no soro por meio de alcool e ether, sendo o precipitado primeiramente
lavado com ether quente e depois seccado no vacuo sobre H®SO*'. O fim destas
experiencias era originalmente a obtengio de corpos albuminosos livres de lipoi-
des. O corpo albuminoso precipitado com saes neutros adsorve uma parte dos
lipoides, os quaes, segundo diversos auctores [Mansfeld (68), Forssmann (69),
etc.], sio muito difficeis de ser separados dos corpos albuminosos. Confir-
mou-s¢ ainda que os lipoides sio adsorvidos principalmente pelas globulinas.
Essa determinagio — apesar de que nunca foi provado si as globulinas circu-
lantes no sangue adsorvem os lipoides ou nio — fez com que alguns auctores,
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como Sorensen (/0) e Hartley (66), considerassem as globulinas como com-
postos de corpos albuminosos e lipoides.

O passo seguinte seria examinar-se a parte precipitavel pela passagem da
corrente de CO?, a paraglobulina de Burckhardt, que forma uma parte do preci-
pitado de euglobulina. Sobre as propriedades physicas e physico-chimicas da
mesma nao estamos ainda bem orientados, nio me sendo, porisso, possivel dar
uma opinido sobre si cste corpo albuminoso forma uma fracgio unica, a
mais lahl da euglobulina, ou si é um corpo albuminoso independente. E’ um
acido muito mais fraco do que a euglobulina, approximando-se tambem seu
ponto isoelectrico muito mais da reacgio neutra do que o desta substancia. Esta
€ a unica explicagio razoavel do facto de até um acido tio fraco como o acido
carbonico lhe produzir a floculagio. Seria de grande vantagem que se fizessem
experiencias mais aprofundadas sobre esse ponto.

Os dados de que hoje dispomos nos auctorizam apenas a considerar a euglo-
bulina, por ser insoluvel na agua, diversa da pseudoglobulina soluvel na agua.
A paraglobulina de Burckhardt — até prova contraria — s6 pode ser designada
como fracgdo da euglobulina.

O terceiro e ultimo problema é a questio da subdivisio da pseudoglobu-
lina. Sobre essa questio s6 temos a dizer que até hoje nio ha prova nenhuma
que permita estabelecer-se definitivamente a pluralidade da globulina soluvel
na agua. Todos os argumentos apresentados a favor do grupamento da pseu-
doglobulina, como, p. ex., a alteracio das differentes fracgGes nas molestias
infectuosas, a distribuicio diversa dos corpos immunes e anticorpos, etc., sO
indicam uma modificagio da dispersio, ou da homogeneidade da dispersio, mas
de maneira alguma a classificagio chimica especifica. E’ de lamentar que s se
tenham feito muito poucas experiencias physico-chimicas sobre as fracgbes da
globulina precipitaveis em concentragbes salinas diversas; essas, porém, como,
p. ex., no referido trabalho de Woodmann sobre a capacidade rotativa optica ou
nas determinagdes de Reiner (71) relativas ao ponto isoelectrico, indicam todas o
contrario, isto €, a unidade da pseudoglobulina.

O enorme trabalho empregado na identificacio dos corpos albuminosos do
soro sO nos deram resultados positivos quanto & diversidade da globulina e da
albumina, contrariando, pois, o principio da transformagio de um desses corpos
no outro. Em virtude dos resultados actuaes — si bem que potco satisfactorios
— devemos considerar a pseudoglobulina e a euglobulina corpos albuminosos
differentes um do outro, mas a subdivisio tanto da pseudoglobulina como da
euglobulina em fracgdes chimicamente distinctas considero-a inexacta e desti-
tuida de fundamento. Com isto nio quero, entretanto, dizer que a theoria do
grupamento mais minucioso se¢ja de todo infundada e inutil, mas sou de opinido
que nio se podem considerar as diversas fracgbes como globuiinas differentes
¢ independentes. Principalmente no isolamento dos corpos immunes o processo
do fraccionamento é utilissimo, porque, segundo as experiencias praticas, os
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corpos immunes sio precipitados com as globulinas de proporgbes determinadas;
assim, p. ex., esse methodo pode ser de grande utilidade e muito pratico na con-
centragdo dos corpos immunes. N3o se deve, contudo, perder de wvista que a
capacidade de adsorpgio de um colloide depende principalmente da proporgio de
suas particulas.

A ultima palavra na questio do fraccionamento das globulinas sé6 pode
ser dita quandp tivermos uma idéa precisa ao menos sobre o teor de acido
aminado de cada fraccio.
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