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INTRODUCCION.

El andlieis de las modificaciones que se imprimen a las pro-
teinas ocon actividad biolégica propia cuando e4 las trata oon reacti-
vos de reconocida afinidad por determinadas estruoturas quimicas,ha
permitido poner en evidencia una correlacidén entre dicha actividad y
eiertos grupos funcionales libree de la moléocula de estas proteinas.

Los resultados experimentales concuerdan en sefialar a los
hidroxiloe y amino grupos libres como funeiones quimicas de particular
eignificacidn en este sentido.

Esta conclusidn ha surgido de la aplicacidén y estudio de los
efectos de reactivos como el isocianato de fenilo,el cetene y el for-
mol sobre diferentes proteinas,del tipo sueroproteinas,hormonas y virus.

Las alteraciones de la. .especificidad de los antigenos suewo-
proteinas prevecadas por acoidn del formol o del isocianato d4 fenilo,
aportan suficientes elementos de juicio para sostener que si bien exis-
ten evidenocias de que los grupoe aromAticos estdn en relaciin en algu-
na forma oon la especificidad,los grupos no aromdticoe intervienen in-
dudablemente en la determinacién de la especifimidad de especie.

En este sentido es interesante recordar las diferentes con-

seocuencias inmunoldgicas del formol y del ieocianato de fenilo.
El formol convierte a las suero-proteinae en sustancias
que producen en el conejo anticuerpos solo para el compuesto antige-

no-formol empleddo y no para compuestos formol-proteinas de otras
especies,



In cambio,el iescianato de fenilo si bien no produce pér-
didas del poder antigénico de la suero-proteina,provooa una marcada
alteracidn de la especifioidad., As{ anticuerpos obtenidos con una
proseina modifiocada(fenil-uref{do suero-globulina de caballo) reace
cionan muy bien con su ocorrespondiente antigeno y con proteinas de
otras especies que hayan sufrido la miema modificacidn(fenil-ureido
suero-proteina de pollo,fenil-ureido ocasefna,fenil-ureido gelatina,
etc. ).

Esta diferente accidn del formol y del isoccianato de fe-
nilo sobre las proteinas,tiene por base la intervenoidn de grupos
reaccionales distintos.

1a naturaleza de la reacoidn entre formaldehido y amino-
dcidoe simples es pooo oconocida Yy poco se sabe por tanto del meca-
nismo de la reaoccidn formol-proteinas. Se acepta que el formol ac-
tda fundamentalmente sobre alfa amino grupos. En cambio se ha podi-
do ahondar con mis exactitud los grupos reacoionales involucrados
por el isocianato de fenilo. Este reaotivo interfiere principalmen-
te con loe amino grupos libres de la lisina y presumiblemente con

sus eta amino grupoes.

En base a estos antecedentes inmunoquimicos que mds ade-
lante seran expuestos 'in extenso',nos ha parecido interesante estu-
diar el efecto del isocianato de fenilo sobre toxina diftérica y so-
bre la misma toxina tratada previamente por formol.

La toxina diftérica ees una proteina caracterizada por te-

ner signos experimentales definidos.



El proceso de transformacidn de la toxina diftérica en a-
natoxina por accidn del formol es bien conoeido. En condiciones a-
decuadas pierde su toxiocidad conservando inalteradas sus propieda-
des antigénicas y demds signos experimentales.

En cambio pooo se sabe del efeoto del isocianato de feni-
lo sobre toxina diftérica.

Por le cual en ¢l presente trabajo noes hemoe propuesto de-

sarxrollar los puntos siguientes:

18.- Examen ouantitatdvo de la aocoidn del isocianato de
fenilo sobre dosis minima mortal,Lf, Kf, y Lé, 4@
la toxina diftérica.

29, - Examen cuantitativo de la accidn de dicho reactivo
sobre Lf, Kf y poder de combinacidn'in vivo' de la

anatoxina derivada de la misma toxina.

39.~- Verificacidn de las caracteri{sticae antigénicas de
los productos que resultan de la accidén del isocia-

nato de fenilo sobre toxina y anatoxina diftérica.



CAPI 1

ISOCIANATO DE FENILO

De lae dos posibles series de ésteres del &cido cidnico,los
cianatos R«0=CgN y loe isocianatos 0=C'N9R;lolo los G1timos son oono-
cidos,mientras que con el correspondiente &cido tiocidnico pueden ob-
tenerse ambas series de $steres.

ILos ésteres isooifnicos son bien oconooidos. Fueron prepara-
doe por primera ves por A.Wurtz en 1854 por destilacidn de las sales
alquilicas del 801d0 sulfirico con isocianato de potasio;lo conduje-
ron al descubrimiento de las aminas primarias eimples.

Ete0=802.0K ¢ KeNZCZ0 @mmp Et.NZC=0 ¢ K350,

El rendimiento del isooianato obtenido por este método es
pequetio porque una fracoidn del producto polimeriza.

Un método méis conveniente para preparar los ésteres alifé-
ticos es calentar el ocianato de potasio oon el apropiado sulfato di-
alquilo en presencia de carbonato de sodio seco;ei ¢l sulfato di-al-
quilo no es factible,puede usarse el éster sulfdnico p-toluenoc,forma-
do por la aoccién del ocloruro sulfénico sobre el aloahol en presencia
de piridina.

los 8steres isocidnicos pueden ser formados también por
la aocién del ocloruro de carbonilo sobre aminae;el clorurc de car-

bamilo es un producto intermedio que pierde &cido clorhidrico:

COCly ¢ RNHp -BIHC1 ¢ Cl-CO-NIR-® HCl ¢ OCNR



El isocianato de fenilo es preparado comunmente de esta ma-
nera:Se hace pasar el foegeno eobre clorhidrato de anilina a #00°,0
calentado con el HC1l en benoeno hajo presidn a 120°.

Otro método general de preparacidn es obtener el N sustitui-

do,uretane de una amina y el 8ster olorofirmico y destilarlo con P20g:
RNHp ¢ Cl-COpEt ~» RNH-COQEt  RNCO

Otras reacciones en las cuales se forman,son aguéllas entre
el cianato de plata y un ioduro de alquilo;la oxidacidn de los iso-
cianuros oon 8xido mercirico;la reacoidn de Hofmann para la conver-
8ién de una amida en una amina y la desoompoeioidn de acil-azidas
que llegan con pérdida de N a isocianato cuando son calentadas en
un solvente indiferente.

1La estruotura de estos fsteres es reconocida como R-N2C®0
por sus métodos de formaoidn y por su hidrélieis por &cidos minera-
les y &lcalis,en una amina y CU,.

Son 1fquidos voldtiles,de un aroma poderoso y desagradable,
loe que cuando son puros pueden ser guardados por meses,sin ocagbilo.

Pequeflas cantidadee de impurezas,por ejemplo,sales como el
acetato de sodio,a menudo,los polimerizan en trimeros,los llamados
ésteres del dcido isooianirico.

Aparte de su hidrélisis,la reacoidén mAe importante de los
8eteres comprende la adioidn al grupo C=N.

Con compueetos nidroxilados,tales ocomo alcoholes de todos

los tipos y fenoles,resulta un $ste2 del &cido carbdmico(un uretane)



y con aminas primarias y seocundarias,una urea sustitulda:
R=N=C=0 ¢ R'OH —»RHN=-CO2R'
R-N®C20 ¢ R'Nip—PRHI-CO-NIR'

Estas adioiones tienen lugar con gran facilidad y por con-
siguiente el isocianato de fenilo ha sido a menudo usado para ambos
como un reactivo de revelacidn de los grupos hidroxilos y aminos; ¥y
también para la identificacidn de alcololes,desde que los N-fenil
uretanes son derivados sdlidos fAcilmente aislables y purificables.

Bl naftil-isocianato es usado a menudo de preferencia al
éster fenilo,porque los uretanes y ureas derivados de é1,son menos
solubles y por eso pueden realizarse con pequeiias cantidades.

in presencia de agua,los ésteres isocidnicos dan ureas
sustituidas simétricamente,desde que una parte del éster es hidro-
lizado & amina,la que se combina con el &éster sin cambio.

As! el fenil-isocianato da difenilurea;por consiguiente
el agua debe ser excluida cuando el isocianato es usado como reac-
tivo:

C6Hi=NCO-~=p C6 H5li Hp —» C Hy =N H=CO =N HC¢ Hg

los ésteres también reaccionan con #0idos;los productos

prinoipales son CO2 y la amida sustitufda del &cido:

RCO2H ¢ CEHgNCO —% RCONHCGH5 +# CO2



CAPITUIO II

ISOCIARATO Y PROTEINAS

l.- Antecedentes.

RAPER(1) prepard derivados del fenilisooianato de varias
fracciones de peptonas y de la suero-albimina,obteniendo compuestos
con punto de fusidn definidos.

FOLLEY(2) obtuvo el fenilisocianato de plasteina.

Pero débese a IDPKINS y WORMALL(3) el primer estudio sobre
compuestos de proteinas con isocianato de fenilo y sus propiedades in-
munoldgicas. Istos auteres prepararon derivados del isocianato de fe-
nilo de caseindgeno,de gelatina,suero=globulina y comprobaron el alto

valor antigénico de los mismos.

2.= Naturaleza de la reacoidn entre isocianato y groteinas.

Segin IDPKINS y WORMARL(3),la combinacidn entre isocianato
de fenilo y proteinas,estaria relacionada sobre todo oon los grupos
amino libres de la molécula proteica,para dar una reacscidn del tipo
siguientae:

R-CHp + OSCSN-CgH;  R-Cl
NHp NH-CO -NH~C g

Isto debe dar como resultado una disminucidn de los amino

grupos libres y presumiendo que no hubiera otroe cambios,esta dismi-



nucidn resultarfa ser la medida de la extensidn de la reaccidn. y
del nimero de los nuevos grupos introducidos. En efecto,en algunos
cagsos,como cuando se hace actuar isooianato de fenilo o p-bromo
isocianato de fenilo sobre caseindgeno,desaparece hasta el 80 a 90%
del amino nitrégeno libre. Esta disminucidn del amino nitrégeno
libre,parece mostrar gque oCurre unsa reaccidn entre el isocianato
de fenilo y los amino grupos libres de la moléocula proteica.

¥n general,este método de introducir nuevos grupos reace
tivos os ventajoso. £8 rdpido y no es drdstico,pues se realisa a bajas
temperaturas y en soluciones neutras o practicamente neutras. El
exceso de reactivo reacciona con agua para dar un compuesto inso-

luble,difenilurea,que se elimina facilmente.

3.~ Relacidn entre el nimero de amino grupos gue desapa~

recen y el niimero de nuevos grupos introducidos en la molécula pro-

t.ioao -

1a prueba de que ocurre un solo tipo de reascidn involu-
ocrando la formacidn de grupos fenilureidos,seria mds completa si
88 pudiera mostmar que el niimero de nuevos grupos que entran en la
molécula proteica es izual al nimero de amino zrupos que desapare-
cen., ;8to se ha podido comprobar con ¢l p-bromo isocianato de fe-
nilo sobre proiefna,determinando la cantidad de bromo en el nuevo
producto formado y conociendo el valor del amino nitrdgeno de la
proteina.

Para el caso del caseindgeno,se calould que el compuesto

p-bromo fenilureido debia congener 3,9 de Br. y el valor observa=



do fub de 4,1%.

En las preparaciones oon gelatina,las muestras de p-bromo
fenilureido zelatina que debian contener 1,8 y 2,47 de Br. respecti-
vamente,dieron 2,2 y 2,6, Estos resultados pueden considerarse oco-
mo altamente satisfactorios y parecerian demostrar que la reacoidn

e realigza entre p-oromo fenil isocianato y los grupos amino libres.

4,- Zstudios inmunoldgicos.

La administracidn al oonejo por via parenteral del compuese
to fenilureido suero-globulina de caballo,da lugar a la formacidn de
un suere que reacciona fuertemente 'in vitro',en un sistema de pre-
oipitinas,con el antigeno utilizedo en la inmunizacidn,esto es,con
el compuewsto fenilureido suero-globulina de caballo.

Ademds,se verifican los hechos sigulentes:

a) Suero de conejo anti-fenilureido suero-globulina de ca-
ballo,da reacaién mederadap débil o negativa frente a suero de ca=
ballo o suero~-globulina de caballo no tratadas.

L) Suero do conejo anti-fenilurefdo suero=-globulina de ca-
ballo,reaociona bien frente a compueetos fenilureidos suero de pollo,
o de conejo,pero no reacciona oon suere de pollo o de conejo sin
tratar,

o) En cambioc,suero de oonejo anti-suero-globulina de ca-
ballo sin tratar reacciona bien con el compuesto fenilureido sueroe

globulina de caballo.

Los hechos sefialados en los paragrafos precedentes,permi-
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tirfan deducir que el compuesto fenilureido protefna,es un excelen-
te antigeno,que pierde en cierta proporcidn por lo menos,las carace
teristicas especie especificas y que la suero-globulina ocontenida en
un cormpuesto fenilurefdo suero-globulina conserva inalteradas sus
caracter{sticas antigénioas originales.

Esta retencidn de parte de la especificidad original pare-
¢e indicar la presencia en la molécula proteica alterada,de alguno o
todos esos grupos o estructuras que normalmente determinan la espe-
cificidad de especie,y esto puede ser debido: a) al hecho que estos
grupos no interfieren en modo alguno sobre el isocianato de fenilo,o
b) a una reaccidn inoompleta entre la proteina y el isocianato de
fenilo.

I1a 2% posibilidad tiene cilertamente mis verosimilitud,por
la experimentacidn,desde que la determinacidn del amino N,muestra que
con las preteinas usadas para la inmunizaocidn(suero-globulina de ca-
ballo y su derivado‘lenilureido),ol compuesto Ultimo ain retiene 1/3
parte de su amino N libre,de lo que se deduce que solo 2/3 de los gru
po® reactivos de la molécula proteica se han combinado con el isocia-
nato de fenilo.

Una explicacidn alternativa,sin embargo,podria darse,acep-
tando que la introduccidn de cualquier nuevo zZrupo en una molécula
proteioa produce un nuevo arrezlo estructural que predominaria sobre
los otros grupos de la molécula en determinar la formaoidn de antie
cuerpos.

Asf,la inyeooidn de fenilureido euero=-globulina de caballe
podria,de acuerdo con este puntod de vieta(HOPKINS y WORMAIL(3)),



producir anticuerpos que estén principalmente dirigidos contra los
grupos fenilureidos y podrfa no dar ocasidn a una respuesta signifi-
cativa del anticuerpo que responde a los grupos determinantes de la
especificidad de la suero-globulina de caballo,aungue estos Wltimos
grupos pueden estar inalterados por el tratamiento con isocianato de
fenilo.

Cualquier explicacidn que se adopte,es posible destacar de
lo expuesto oue: los grupos atacados por el isocianato de fenilo es-
tarfan relacionadoes en parte por lo menos con le especificitdd de es-
pecie original y que el isocianato de fenilo reaccliona con los amino
grupos librees de 1la molécula proteioca.

Las pruebas quimicas citadas aunque sugestivas no son con-
cluyentes,pero las pruevas seroldgicas de inhibioidn,suminietran nue-
vos argumentoe al punto de vieta de que ol isocianato de fenilo reac-

ciona oon los amino grupos libres de la molécula de lisina.

5.- ¥ruebas inmunoquimicas sobre la intervencidr de los

amino yrupos libres en la reaccidn proteina-isocianato.

A fin de probar que la reaccidn entre isocianato de fenilo
y proteinas involucra los amino grupos libres de la moléouls proteioa
y para definir mis precisamente la naturalaza de los (rupos responsa=
bles de la nueva especifioidad inmunolégica, FOPKINS y WORMALL(3) hi-
cieron emsayos con compuestos fenilureidos de glioina,alanina y lisi-
na y determinaron la influencia en las pruebas de inhibicidén de estos
compuestos y de loe mismos aminodcidos sin tratar.

Los resultados experimentales nuestran que todos estos come



puestos de fenilureidos aminoicidos inhiben en una maroada propogcién
y en el caso de la lisina compuesto,totalmente,la reaccidén entre las

fenilureide protefnas y los correspondientes anticuerpos,mientras no

perturban la formacidn de precipitados en reacoionec de antigenos-an-
ticuerpos del tipo suero-psvteina de daballo y su anticuerpo corres-

pondiente.

Ti1 estos experimentos los compuestos fenilurefdos amino-
dcidos y los aminolcidos sin tratar fueron usados en cantidades @qui-
moleculares,pero el haoho de ejeroer el compuesto de lisina una ma-
yor influenocia y la oircunstancia de contener dos grupos fenil-uref-
doe,hizo que se realizaran pruebas similares con la mitad de la con-
centracifn molecular de este compuesto,verificéndose que en estas
condiciones se ohtiene invariablemente completa inhibicidn de la reac-
cidn de precipitacidén del compuesto fenilureido proteina.

Con todo,cuando el isocianato de fenilo reacciona sobre la
molécula proteica,intervendria uno solo de los amino yrupos de la li-
gine,presuniblemente el € -amino grupo.

Un argumento mis en favor de que el isocianato de fenilo
reacoiona con el amino grupo de la lieina estf dado por la dificultad
de prevarar p-bromo fenil isocianato de zeina,por ser una protefna

que carece de lisina.



CAPITUIO IIIX

ANTECEDENTES SOSRE INACTIVACIYN DE CIERTAS PROTEINAS
ISOCIANATO DE FENILO O CEINNE.

Consideramos de interés resumir los trabajos relativos a
la acoidén del isocoianato de fenilo y del cetene sobre diferentes vpro=-
tefnas bviadSsicamente activas,antes de referirnos a nueetroe resulta-
dos experimentales.

IDPKINS y WORIALL(4) comprueban que la insulina es comple-
tamente inactlivada por tratamiento con isocianato de fenilo. Zste reac-
tivo bloquea los amino grupos libres y no reacciona en forma aprecia-
ble con 6l O de le tirosiua,en las condiciones en que han trabajado
los autores. Obtienen preparados de p-bromo fenilureido insulina que
contienen 4,8 a 5,5 y 5% de Br. £l valor tedrico que encuentran para
la reaccidn completa con todoe los amino grupos libres es de 5. Llee
gan a la conclusidn de que en la insulina los grupos bdsicos son ne=-
cesarios para la actividad bioldgica.

Posteriormente GAUNT y WORMALL(S) estudian los amino grue
pos libres de la moléoula insulina que son atacados por isocianato de
fenilo,pars lo cual consideran necesario encontrar los aminofcidos de
esta protelna que tienen arino grupos libres. Encuentran que los gru-
pos rectores de una protefna son posiblemente los diguientes: grupo
hidroxilo de la tirosina,didulfuro de cistina,el grupe sulfhidripo
de la cisteina,imidazol de la histidina,guanidina de la arginina,pi-
rrolidina de la prolina y el grupo aminolcido de asparagina y gluta=-



Se,¢lin loa autores,el isocianato de fenilo no reacciona con
ninguno de los grupoes citados,salvo el grupo sulfhidrilo de la cistel-
na que no tienen en cuenta porque la insulina no contiene SH. La reac-
cidn con el zrupo pirrolidina de la prolina y en alguna extensidn con
el grupo guanidina de arginina no dan cuenta de la inactivacidn de 1la
hormona.

STZRN y WHITE(6) estudian la reaccidn entre cetene e insu-
lina.Comprueban que cuando el tiempo de acetilacidn es corto,cinco mi=-
nutos,s0lo los amino grupos libres eon acetiladose. 5i la reaccidn con-
tindggtreinta horas,el grupo hidroxilo de la tirosina es lentamente
scetilado.

1a acetileoidn de amino grupos no afecta appeeiablemente
la gocidn farmaoo@}némica de la insulina. Cuando los hidroxilos de
la tirosina son acetilados,la actividad decrece y este efecto es pro-
porcional al nimero de estos grupos bloqueados.

HERRIO® y NORTHROP(7) encuentran también que para la pep-
sina es poeible acetilar prictiocamente todos loo amino s rupos libres
mediante el cetene,sin pérdida de la actividad enzimltica. X1 bloqueo
de los grupos hidroxiloe fendlicos causa inaetivacidn. .

LI,SIMPSON y :VANS(8) estudiando la acoidn del cetene so-
bre hormonas gonadotrdpicas concluyen que la actividad fisioldgica de
las hormonas estimulantes de células intersticiales y de foliculos de
pituitatia,as{ oomo la hormona gonadotripica de suero de yeguas prefia-
das,depende en cada caso 4e los amino grupos libres. En cambio,el
principio gonadotrdpico de orina(gonadotropina coridnica) semeja a la

insulina y pepsina,en que los hidroxi-grupos fendélicos mis que los
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amino grupos son esenciales para su actividad fisioldgica.

MILIMR y STANLEY(9) han preparado derivados acetilo y fenil-
ureidos del virus mosaico del tabado y eomprueban que alrededor del 705
de los amino grupos pueden ser cubiertos ya sea con grupos acetil o fe-
nilure{dos sin inactivacidén apreciable del virus. subsiguiente bloqueo
determina pérdida de la actividad. 3n ocambio,solo del 20 al 405 de los
grupos fenol mAs indol pueden ser cubiertos,sin inactivacidon;concluyen
que el 705 de los amino grupos y 20 a 407 del grupo fenol en la molécul
del virus mosaico del tabaco no son importantes para las reacciones fun
damentales en la reproduccidén del virus,pues cuando muestras del pro-
ducto derivado son inoculadas en plantas de tabaoo,se comprueba el de=-
sarrollo de un virus normal.

BISCHOFF(10) estudiando la reaceifn entre gonadotropina co-
ridnica e isocianato de fenilo,establece que a semejanza de la gonado-
tropina suérica,aquélla hormona es inactivada en mis del 907 por ac-
cién del isocianato,siempre que la reaocién se realice en las condi-
ciones experimentales consideradas como espec{ficas para la reaccidn
de amino grupos. Istos resultados contradicen los de 1.I y colaborado=-

res,obtenidos con cetene.

“n resumen,de los expuesto se deduce que el isocianato de
fenilo reacciona solo con amino grupos de las proteinas cuando esta
reaccidn se ajusta a las condiciones estabkecidas por HOPKINS y
“ORMALL, GAUNT y WOHMALL.Sin embar®o MILLZR y STANLEY han oomprobado
que el isocianato de fenilo puede cubrir los grupos hidroxilos de la
tirosina,en el caso del virus mosaico del tabaco. lIgual proceso ocu-

rre con el cetene.



¥n reacciones de cors#a duracidin,el proceso queda limitado
a los amino grupos;cuando la reacoidn de acetilacidn se prolonga,se
bloquean los amino grupos y los hidroxilos de la tirosina. Ademés el
cetens no seria un reactivo espeo{fico de amino grupos de proteinas;
resociona no solamente con tirosina sino también con un tercer com-
ponente (WOOD y ROSS)(1l).

Por otra parte,ello explicaria porque,los resultados obteni
dos con isocianato no siempre concuerdan con los obtenidos con cetene,
respecto al significado fisioldgico de los hidroxilo y amino grupos

de estas proteinas.



CAPITUIO IV

FLN N DE TOXINA DI ICA

Segln PAPPENHEIMER(12),e1 producto final de la purifioca-
cién de la toxina diftérica,es una sustancia amarilla pélida en so-
lucién al 25 y casi blanca al secarse por 6l método de FLOSDORFF3$
MUDD. Las siguientes pruebas para proteinas en soluciones diluidas,
como biuret,ninhidrina,xantoproteioa y Millon son positivas. lLas
pruebas de Hopkins y Cole y de Ehrlich,p-dimetilaminobenzaldehida
para triptofano son fuertemente positivas en solucidn al 1.

La prueba de Sakaguohi para arginina es también fuerte-
mente positiva y la diazorreaccidn de :nrlich da un pronunciado co-
lor naranja.

31 material da solo una muy débil reaccidn de liolish en
solucidn al 19 y no contiene P. La prueba de nitroprusiato para sulf-
hidrilo es negativa. lLa proteina es coagulada completamente por ca-
lentamiento en medio &cido. Del 92 al 100% del N es precipitado de
una solucidn al 1,57 con &cido tricloroacético. La toxina es preci-
pitada completamente de una solucidn al 1,57 con sulfato de amonio
entre 0,5 y 0,6 de saturacidn.

Xn el siguiente cuadro da los valores de la composicidn

quimica de la toxina diftérica purificada.



COMPOSICION QUIMICA DE LA TOXINA DIFTERICA PURIFICADA

CQMPUNENTES %
C 51,47
H 6,75
N 16,1
s 0,70
P 0,09
amino N(Van Slyke) 1,12
amino N(titulacidn acetona) 1,14
tirosina 8,0
triptofano 1,36
cenizas 1,36
[*)y ~36°
punto isoeléoirico 4,1 ¢ 0,1

Aunque los datos encontrados no deben ser tomados en nin-
gin sentido oomo un criterio absoluto y terminante de pureza,estos ni-
meros sirven para caracterizar y diferenciar a la toxina diftérica
como una proteina,a pesar de que hasta el presente no se ha encontrado
dinguna evidencia quimica para explicar su pronuncidda toxicidad.

Segiin PAPPENHEIMER el dato més convincente para la pureza
de &&B preparaciones,es la relacidn entre el valor de N por 1Lf para
la toxina diftérica,obtenida de un estudio cuantitativo de la reac-
cidn de floculacidn y el valor encontrado por aislamiento.

¥l estudio cuantitativo de la reaccién de flooulacidn,en



indica 0.00046 mg de N por unidad de Lf de toxina diftérica. Lste
himero es igual al encontrado en lae preparaciones purificadas,dene
tro de los l{mites del error experimental,y también al valor encon-
trado por EATON({13) para la toxina aislada de un medio de peptona.

E1 material de EATON contenfa 0.0005-0.0006 mg N/Lf,del
cual 0.00045 8 0.0005 mg era precipitado por acido tricloroacétioco.

El material de PAPPENHEINMER difiere del de EATON en dos
aspectos. LATOI dice que en las pruebas cualitativas,su toxina no
contiene £ ni triptofano,¢n cambio 1a de PAPFPENHEINER da 0,75% de
S por anflieis. No hay duda de que este £ es orgénico. Segin este
mismo autor(1l9),l g. de toxina purificada contiene los siguientes
aminodcidos bAsicos:2,2,; de histidina,3,7 de arginina y 5,3 de li-
eina.

Sobre la base de su contenido en triptofano,la toxina
diftérica tiene un peso molecular mf{nimo entre 14,000 y 18.000.
Otros autores indican como peso molecular el de 72.000,date obteni-
do por los métodos comunes de medicidn y por lo tanto inseguro.

De acuerdo con ciertas constantes rieicaa,se puede agru=
par a la toxina diftérica dentro del grupo de lae proteinas globulares,
como a la mayoria de las proteinas del suero;se entiende por protei-
na globular la 4{ue no muestra mucha asimetria y presenta agrupacién
esférica de los diferentes aminodcidos,en contraste con la proteina
fibrosa que es muy asimétrica con sus amincdcidos ordenados en for-
ma lineal,

Como todas las proteinas,esti constituida por una cadena



de polipéptidos,equipados con cadenas laterales,las que se enocuen-
tran libres de ligaduras covalentes,propiedad que determina la hidro-
filia.

La alta sensibilidad nacia la mayor parte de las sustan-
cias quimicas y el cambio de las condiciones fisicas(movimiento, tem-
peratura,irradiacidn) da como reaultado un cambio en la configura-
cidén nativa,altamente especifica de la proteina,hacia una estrustu-~
ra mis desordenada,comparable al cambio de una estructura oristali-
na al estado amorfo. ZXEste proceso,llamado desnaturalizacidn,estd
acompafiado en general con disminuoidn de la solubilidad,aumento de
la viscosidad,liberacidn de grupos de oxidacidn-reduccidén y amplia
pérdida de la actividad biolédgioa.

Esta actividad bioldgica,que define desde este punto de
vista a la toxina diftérica,se halla expresada por un conjunto de
signos experimentales. Estos se refieren ya sea a la toxicidad mise9
ma o a loes efectce que resultan'in vivo'! o 'in vitro! de la combina-
cidn de la toxina diftérica con su respectiva antitoxina.

A continuacidn nos limitamos a la definicidn de ellos:

1) Dosis minima mortal.-(d.m.m.). Es la menor cantidad de
toxina que inyectada subcutdneamente,a cobayos de 250g. de peso,los
puede matar alrededor del 5° dia.

2) Dosis reactiva minima.-(d.r.m.). Es la menor cantidad
de toxina,contenida en 0,2 ml,que,inyectada intradérmicamente a un
cobayo,causa una reacoidn en la forma de eritema y edema,de 5 mm.,

de diidmpetro,visiole 36 horas despads de la inyecoidn.
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La unidad de antitoxina fué originalmente tomada por Ehrlich(1897)como

la cantidad de antitoxina que neutraliza completamente 100 d.m.m. de
cierta toxina. Esta unidad permanece como la base fundamental de compara-
0ién de los valores antitdéxicos del suero y el poder de combinacidh de

la toxina.

La unidad de antitoxina es la cantidad de antitoxina seca
standaxrd,contenida en ciertos pesos conocidos y conservada en diversos
Institutos.

£1 Lo(limite nulo) dosis de toxina es la mayor cantidad de
toxina que no causa edema local cuando es mezclada con 1l unidad de an-
tdtoxina e inyectada subchtaneamente al cobayo.

Fl L#(1imite de muerte) dosis de toxina,es la menor cantidad
de toxina,que cuando se mezcla con 1 unidad de antitoxina e inyectada
subcutameamente en cobayos de 2503.,puede natarlos dentro de los 5 dfas.

Bl Lr(limite de reaccidn) dosis de toxina,es la menor canti-
dad de toxina,que cuando seé mezcla con 1 unidad de antitoximam,e inyectan-
do 0,2 ml intradermicamente al cobayo,causa una reaccién minima en la piel

%1 T.f(limite de floculacidn) dosis de toxina,es la cantidad
de toxina por unidad de una cierta antitoxina tipica elegida,en la mez=-
cla que flooula més riapidamente,bajo las mismas condiciones,que todas
las otras mezclas conteniendo otras cantidades de la misma toxina por
unidad de la misma antitoxina.

El Kf(tiempo de floculacidn) tiempo que tarda en flocular

la mezcla 6ptima de toxina o toxoide con su antitoxina.



CAPITULO V

ZC ES SOBRE INACTIVACION DE A
DIFTERICA POR FORLOL Y CETHNE.

Numerosos trabajos han sido publicados sobre la aoccidn
del formol y cetene sobre toxina diftérica,SCEMIDT(14),FOLLENSBY y
HDOKER(15),WADSWORTH, QUIGLEY y SICKL®S(16) usaron el primero de los
reactivos citados;GOLDLE(17),SAHDOR y GOEDIE(18) el segundo;pero con=-
sideraremos 80lo los resultados obtenidos con toxina purificada.

Desde que la toxina diftérica es presuniblemente una pro-
teina,podria suponerse que todo tratamiento fi{sico o quimico que des-
naturalizara esta protefna provocaria al mismo tiempo pérdida de su
actividad.

Entre los numerosos reactivos quimicos utilizados con este
fin,so0lo el formol modifica la toxina,suprimiendo totalmente la toxi-
cidad,sin causar ninguna alteraciin de los otres signos experimenta=-
les ni de su propiedad antigénica.

#ATON(13) trabajando con toxina purificada,comprueva que
el tratamiento de ésta con formaldepido,causa una definida reduccidn
del amino nitrdgeno determinable por el método de Vanslyke. As{,
0,0025 por ciento de formaldehido agregado a una toxina purificadas
gon un valor de 300 Lf/ml representa alrededor de la cantidad tedrioa
que cowbina con el amino nitrdgeno,de acuerdo a la reaccidn siguien-

te:
R=NHp#HCHD — R=NI(CHpOH) > R=N=CHy, ¢ Hy0



Esta concentraciln de formol, transforma la toxina en toxoi-
de a pH 8,6;pero a B 6,3,para el mismo efecto,la conoentracidén debe
ser 100 veces superior.

En estas condiciones solo el 30% de los aminc grupos se
han combinado con el formaldehido.Este porcentaje no varia ain en
presencia de un gran exceso de formol libre.

En un intento de localizar los grupoe tdxicos de la toxi-
na diftérica,PAPPENIEILER(19) trata con cetene una toxina alaamente
purificada,por considerar este tratamiento,un método més adecuado pa-
ra este fin.

A partir de una toxina oruda de 42 1f/ml,obtiene un pro=
ducto incoloro con 16/ de N;0,00046 mg de N/Lf;14.000 d.m.m. por mg,
y con una rotacidn especifica de -39°.Ya se ha indiocado,que este tipe
de toxina contiene 2,2 de histidina,3,7 de arginina y 5,3 de lisina.
Esta oiffa de lisina corresponderia a un céntenido en amino N del
3,2 del total del X de la proteina.

Sin embargo,la media de contenido en amino N de la protei-
na fxica determinada por VAN SLYKZ es de 6,1%,por titulacidén por for-
mol es de 6,37 y por titulacidn con acetona ee de 7,4:s del N total.

Después de acetilacidn de la toxina diftérica por cetens,
el auino N cae inmediatamente a 2,794 y queda constante en este valor
despude de periodos whs largos de amcetilacidn. Al mismo tiempo,la to=-
xicidad de la proteina,se ha perdido casi interamente.

%n estas condiciones y en base a los valore?kgﬁg el méto-
do se VAN SLYK:,el autor enocuentra que el 3,35% del N total ha sido
acetilado.



PAPPENHEINER concluye que los £-amino grupos de la lisina
son los grupos actualmente afectados durante la detoxificaoién,uin que
se pueda explicar el elevado contenido en amino N encontrado para la
toxina misma o para el amino N residual que persiste después de la a-
cetilacidn.

Como en el caso de la pepsina,de la insulina y del virus
mosaico del tabaco,los grupos hidroxiles de la tirosina contenidos
en la toxina diftérica,son acetilados mis lentamente por cetene gue
loe amino grupos. A medida que aumenta el nimero de los hidroxi-ace-
til grupos,el Kf se prolonga,hasta que finalmente,cusndo alrededor
del 355 de ellos,han sido acetilados,la toxina no flocula con anti-
toxina,aunque incompleta combinacidn tiene lugar cuando la toxina
acetilada es acoplada a una toxina fresca de Kf breve.

La acoidn de baja concentracidn de formol sobre la toxina
diftérica a pi 8,1 o a mids alta concentracidn a pH 6,3,aparece andlo-
ga a una corta acetilacion con cetene,en que se produce una reduccidn
de amino II 1libre correspondiendo al caloulado del contenido en lisina.

Ia unidn con formol es irreversible y por tanto no puede
ser atribuida & una mera formacién de uniones metileno al N.

En opinidn de PAPPEN.LiIMER,el hallazgo de que la acetila-
eion de £ -amino grupos de lisina causa pérdida de toxicidad,no signi-
fica que esto& grupos sean responsables de la toxiocidad por ellos
miemos,pero lo.son asi solamente en virtud de su disposicién espacial
en la molécula proteica téxica.

Eeto hace muy improbable que ningin grupo prostético ané-
logo al heme de hewoglobina o riboflavina de la enzima amarilla,pueda

ser encontrado en toxina diftérica.(PAPPENHERMER)
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CAPITUIOQ VI

ANTECEDENTES SOBRE INACTIVACION DEL TOXQIDE
DIFTERICO POR I ISOCIARATO DE
EENLIQ

Se conoce el trabajo de MOLONEY Y ORR(20) que titulan:
"3l efecto de cilertos tratamientos quimicos sobxre la antigenicidad
y reaotividad especifica del toxoide diftérico purificado” en el
que hacen reaccionar el toxoide con sales de diazonio,con isociana-
te de fenilo,cloruros de &cidos y ioduros alguilicos sobre toxoide
prséipésddo por nitrato de plata.

Estos autores llegan a las sigulentes conolusiones:

1R) Del toxoide purificado copuiado con sal de diazonio,
o &cido sulfanilico,anilina oof-naftilamina se obtienen productos
que son insolubles depajo del punto isoeléotrico del toxoide y solu-
hles por arriba de él. rstos productos muestran una pérdida completa
de la especificidad original al ensayarlos en la prueba de reactivid .
dad en andkmales sensibilizados,como en la floculacidn y en su habi-
lidad para producir antitoxinas.

22) Del toxoide diftérico purificado tratado con isocia~
nato de fenilo o con cloruro de benzoilo.se obtienen productos que
son insolubles debajo del punto isoeléctrico del toxoide y solubles
por arriva de §1. Con respecto al poder de combinaoidn oon antitoxi-

na obtienen resultados variables. Los valores de flooulacién en



productoe preparados en distintas ocasiones fueron inconsistentes.
En algunos casose desaparecid todo el valor de flooulacién,
mientras que en otros se observaba algo de &1.
Es8tos autores atribuyen a la diferencia de comportamiento
en el valor de floculacidn de los toxoides alterados,posiblemente a
la cantidad variable del nuevo radiocal introducido en la molécula del

toxoide. Ellos trabajan con exoceso de reactivo.



PARTE EXPERIMENTAL



c Vi

Ay= EFECTO DEL ISOCIANATO DE FENIIO SOBRE TOXINA

DIFTBRICA.

Para estudiar el efecto del isocianato cde fenilo sobre to=-
xina diftérica,utilizamos toxina purificada,sobre la cual hicimos ac=-
tuar dosis variables del reactivo a tiempo constante de agitacidn o va-

riando dosis y tiempo,manteniendo siempre temperatura y pll constants.

I.- aterial

La toxina diftérica usada por nosotroe fué obtenida de un
medie de agua de carne,peptona, hidrolizado de cagseinn y faotores ac-
tivadores de toxigénesis,factores 1lny 2 de MUELLER(21) de acuerdo a
las indicaciones publicadas por SORDELLI y colaboradores(22).

La purificacidn se realizd en base al procedimiento de
PAPPENHEIMER(19):

Tres litros de toxina diftérica de 48 Lf/ml se precipitan
oen (Nliy)aS0s al 1/3 de saturacidén. Se deja en el frio hasta el dia

siguiente,Se filtra por papilla de papel de filtro para separar impu=-
rezas,gbteniendo un 1{quido que contiene 40 Lf/ml,el cual se repreci-
pita con otro 1/3 de (NHq),S04 ,dejéndolo en el frio 24 horas;filtra-
0idn por papilla y redisolucidn del precipitado en 30C ml de agua des-
tilada,obteniéndose una solucidén que contiene 300 Lf/ml.



Se repite el proceso anterior y el precipitado final se di-
suelve en 200 ml de agua destilada,dando una solucidn que contiene
250 Lf/ml. Se deja en frio hasta el dia siguiente;se filtra luego por
filtro Seitz y se coloca en dos bolsitas de papel de celofin estériles,
dializands 5 dias frente a una solucidn de HNaCO3 al 1 o/oo(pH 7.8)
hasta ausencia de sales de amonio(con reaotivo de Yessler). Filtra-
0idn por filtro Seitz y comservacidn en cimara fria.(-2°C).

2n la tabla 121 se indican las caractoristicas de 1la to-

xina cruda y purificada.

TABLA N9l.- Valores comparativos de la toxina cruda y purificada.

Toxina oruda Toxina purificade
a4 48 por il 180 por ml
L¢ 0.03 ml 0.008 ml
dem.m. 0.00033 ml 0.00008 ml
d.r.m. 0.0000002 ml 0.00000004 nl
Lr/300 0.00001 ml 0.000C04 nl
N total| 4,3 nig/ul 0,52 ng/ml
N/LL 0,088 mg 0,002 ng




I1I1.~- 4étodo experimental

lemos buscado la dosis de isocianato que produjera el méxi-
mo efecto,investigando en la zona dé 504 de pérdida de Lf,la correla-

cidn de los demfs valores.

Experdmento N@1

Diluimos 1la toxina con solucidn buffer de fosfatos pl 7.8 y
solucidn fisioldgica, hasta tener el nimero de 1Lf/ml que se requieren:
8@ mezclaron: 36.6 m1 de toxina

40 ml de solucidn buffer pH 7.8
143.4 ml de solucidn fisiolédgica

Cada ml de esta solucidn contiene 30 Lf/ml.

Se distribuyeron 25 ml de esta solucidn de toxina en 10
Erlenmeyer de 150 ml de capacidad,agregdndose a 9 de ellos,cantidades
variables de isocianato de fenilo,dejando uno como control, J.as dosis
de isocianato fueron afiadidas empleando una pipeta con divisiones al
miléeimo(tipo pipeta de Kalm).,

Todos los trlenmeyer fueron colocados en un agitador,regu-
lado a unas cien oscilaciones por minuto,con un desplazamiento de lOcm.
Esta operacidn se realiza en cémara fria entre 0° y 2°C,durante 1 hora.

Al cabo de este tiempo cada muestra se filtra por papel pa-
ra eliminar el producto ineoluble formado,de difenilurea,determinéndo-
86 los valores de las distintas soluciones,

En el cuadro K91 se indican las cantidades de isocianato de



Cuadro N9l.- Efecto de dosis orecientes de isocianato de fenilo sobre
los valores caracteristicos de la toxina diftérica.

0 e e e A A
4 | 25mifo003|00i] 20 5'60" | 4a40"| 4.bxq0"| 38 964 | ¥
2 0.004[0.016 3¢ 6'30" | 4. 40" |25, 407|385 H¢] ¥
3 0.000|0.024 2y 230" | 4uq0f |5 40y y 06 | 4y
q 0.008[0.032] 22 §' A aqoflacd0? |4 s | 24
5 dololo,0q| 22 §' | 440" ysq | 24
g oois|o.0e] 20 | 930" | 4xd0¥| 4 40" | oo | 24
P! 0.020|008| 473 44" [cqor|2s.d0"| .5 34
4 0.028{0.40 | 44 43 A« A0 | 4 asca0] F.o4 {0
g 0.030{0.13| 42 45" {28 40Y - S 4

40 o | o | 27 5 So407 | 540" Y5ty —

control
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fenilo empleadas que oscilaron entre 0.003 y 0.03 ml correspondiendo a
una concentracidn de 0.012 a 0.12% respectivamente;ademﬁs figuran loa
valores hallados.

Como puede verse,la muestra control evidencia que la agita-
cidn en las condiciones experimentales sefialadas,no modifioa préctica-
ments el valor de la toxina. En cambio,con 0.012 a 0.016% de isociana-
to se comprueba una pérdida de 7 para el valor de floculaci6n,pasan-
do el Kf de 5' a 6'30", Las pérdidas se acentian con mayores cantidades
de isocianato hasta alcanfar la cifra de 56% para la concentracién mé-
xima de isocianato utilizada,esto es de 0.127;simulténeamente el Kf se
alarga hasta triplicar su valor.

En los demds valores se aprecia una pérdida correlativa.

Si coneideramoe la relacidn d.r.m/Lf,se observan caidas
bruscas de este valor en relacidn con determinadas dosis de reactivo.
As{,para 0.016% de isocianato se obtiene un nimero de 38.000 el cual
pasa a 4.000 para concentraciones de 0.024 a 0.032;5,luego a 450-500
para concentraciones de 0.040-0.060/,para bajar bruscamente a 5 hasta
luego anularse.Es deocir,que con la dosis mlxima de isocianato empleada
se consigue un compuesto totalmente atdxico pero con un 56;; de pérdi=-

da en su valor Lf. (Ver grdfioco N91)

ILxperimento 11922

En este ensayo se busca el efecto limite del ieocianato.
geis litros de toxina diftérica que contiene 45 Lf/ml,con
un Kf de 2'30",siendo el N total de 4,2mg/ml o sea 0,093 mg de N/Lf,
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se purifican por el método ya descrito y se obtiene una toxina que
contiene 1,3 mg de li/ml o sea 0.0037 mg de N/Lf,con un valor de 350~
400 Lf/ml.
Dilufimos la toxina en la forma siguiente:
25 ml de toxina
40 ml de solucidén buffer pH 7.8
185 ml de solucidn fisioldgica
Cada ml de esta solucidn contiene 36 Lf/ml.
Iiste ensayo que se realiza en las mismas condiciones que
el anterior,lo hacemos con mayores dosis de isocianato.
IEn el cuadro 122 se expresan los valores hallados.

Las concentraciones de isocianato que varian de 0.024 a

Cuagro N@2,- lifecto de dosis credentes de isocianato de fenilo
sobre toxina diftérica,empleando dosis mayores de
reactivo que el ensayo del cuadro 21

MEZCLA | ToxtnA | IsocIAnNATO : ' ;
N DruIdd]  ml “lo L¥/"‘l' Kr/*"m- 43;. '75:“

4 925m1.| 0.00¢ |0.024 jo 3'30" 46



a 0.053 hasta 0.30% producen pérdidas crecientes en valores de Lf de
16%, 444 hasta 100,, respectivamente. Como en el experimento anterior,
se observa que en la zona del 50% de pérdida del 1Lf el valor del Kf
se triplica., (Ver gréfico Ne2)

kxperimento N23

Con objeto de precisar si para una misma concentracidn de
reactivo tiene influencia el tiempo de agitacidn,realizamos algunos
ensayos,variando concentracidn de reactivo y tiempo ,manteniendo el
pH y temperatura. )

A este efecto,realizamos el ensayo que resunimos a conti-
nuacidn:

A dos eseries de tres muestras cada una,se anaden 0.0l ¥y
0.03 ml de isocianato respectivamente.Temperatura 1°C y pH 7.8,obser-
vando para cada dosis el efecto de la agitacidn a la hora,a las 24 y
43 horas. 5e ha mantenido una muestra control para cada tiempo de a-
gitacidn.

kn el cuadro N23 se observa que para la concentracidn de
0+04, de isocianato,se produce a la hora una pérdida de Lf de 21},
llegando a 42,8,; a las 24 horas,sin que aparezoa un mayor efecto pro-
longando el tiempo de agitacidn;es de notar que el tiempo de agita=-

¢ién no influye sobre el Kf.
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Cuadro W93.- Lfecto del tiempo de agituacidn de doeis variables de
isocianato de fenilo sobre toxina diftérica.

4 hora 24 koras e heoras

bovwna | Tsoecanato

woida [ T 772 L fd | Kf fomin | | LR ol KE fomin| A7 l| B ol | K frni 1277

25w lloorglcoy| 22 §' 4240 4606 §'30" 510 A 9 5.10°

0030|012 ) 9) 5.10 o) 0 ax 10 Q

o |o | 23 5% | 440 | 28 | 530|407 | 28 | 5307 |.4.i07

Contro l




CAPIT 11X

B,= EFECTO DEL ISOCIANATO DE FENIJO SOBRE TOXOQIDE

DIFTERICO

A pesar de ser mal conocido el mecanismo del proceso de
transformacién de la toxina diftérica en anatoxina por la acoidn del
formol ,nos ha parecido interesante hacer aotuar el isocianato sobre
toxina y anatoxina comparativamente,a fin de averiguar si el bloqueo
producido por el formol,interfiere de alguna manera con la afinidad
peculiar del isocianato por determinados grupos funcionales.

A tal efecto,preparamos un toxoide a partir de toxina dif-

térica purificada,como se detalla a continuacidn.
I.- illaterial

A 50 ml de toxina diftérica purificada se le afiaden 0.025 ml
de formaldehido. Se deja 15 dias en estufa a 37°C. Despadp de este
tiempo,se hace control de toxicidad,inyectando 0.l ml intradérmicamente
en la piel de un conejo y 2 ml subcuténeamente a un cobayo. Por obser-
varse en el conejo un eritema dudoso,se prolonga la permanencia en es-

tufa siete dfas mis., Se dializa 48 horas y se filtra por Saita.

11.- wétodo experimental.-

Se investiga la cantidad de isocianato necesaria para pro-



ducir el 50% de pérdida de Lf,asf como el efecto limite para un toxoi-
de,comparativamente oon la cantidad para produoir el mismo efecto sobre
la toxina que ha servido para obtener dicho toxoide.

(En vista de la escasa cantidad de reactivo de que disponfamos reali-

zamos algunos ensayos previos(Experimentos NHAl,2 y 3.)).

Experimento N@l1

Dilufmos el toxoide con solucidn buffer pil 7.8 y solucidn
fisiolégica,hasta tener el nimero de Lf/ml conveniente,como sigue:
18,3 ml del toxoide
40 ml de buffer pH 7.8
51,7 ml de solucién fisioldgilca
Cada ml de esta solucidn contiene 24 Lf/ml.
Se distribuyeron 25 ml de esta mezcla en 4 krlenmeyer de
100 ml de capacidad,dejdndolos media hora a 0°C. A 3 de ellos se les
afniade cantidades variables de isocianato de fenilo,dejando el 42 co-
mo control. Despuds de 1 hora de agitacidn,se filtra y se deferminan
los valores de Lf y Kf de las distintas soluciones,
En el cuadro 94 se expresan los resultados.
Como se desprende de este cuadro,la dosis mixima de iso-
cianato utilizada,que en la toxina ya produce 50% de pérdida en Lf,
determina en el toxoide solo un 8y de pérdida;por lo tanto realiza-

mos un segundo ensayo con dosis mayores de isocianato.



toxoide diftérico.

Cuadro N24,« Efecto de dosis variables de isocianato de fenilo sobre

e [ Ut | K | Bt
25 |oooy|o0ic 24 19’ 0
0.010 | 0.04 24 33"’ 0
0.030|0.12 22 23" §
tontol [ O | © 24 16" ~

Experimento N22

El procedimiento es igual al del experimento ;:21,so0lo que
las cantidades de isocianato varian de 0.020ml a 0.040 ml.
Xn el cuadro 195 se expresan los resultados.
n estos dos ensayos,las dosis de isoclanato empleadas no
%rouujeron pérdidas significativas a pesar de haber sobrepasado las
cantidades que en los ensayos con toxina,determinaban una destruecidn

completa del valor Lf. i&n vista de ello,realizamos un tercer ensayo.



Cuadro N25H.,- Ifecto de dosis crecientes de isocianato de fenilo sobre
toxoide diftérioo,

Toxerde | Lsociama lo L K PeadrdA
B - “m.l W
25n) | 0.020]008 2¢ 23! g
0030|012 26 22 g
0,040 | 0.1¢ Je 23" g
] o o .2 8 4 6’ _
um‘tnl

Para la préxima experiencia,preparamos un toxoide purifica-
do por precipitacidn con dcido y cloruro de sodio(método que serd mo-
tivo de una pesterior publicacidn).

El procedimiento es como sigue:

En 4 frascos de centrifuga de 250 nl de capacidad,se colo=-
can 200 ml de toxoide diftérioco(peptona Instituto) de 45 If/ml;se le
agrega a cada uno 3,2 ml de bS04 al 20;5(PH 3.5) y 16 g de iaCl,

Se deja una hora a temperatura ambiente para que precipite el toxoi-
de y se centrifuga por 45'. Se decanta el 1iquido sobrenadante,dejan-
do escurrir sobre papel de filtro. A cada frasco se afiade 10 ml de
solucidén buffer de fosfatos a pH 7.6 para disolver el precipitado.

Se lleva a 100 ml con agua destilada y se vuelve a centrifugar para



eliminar las impurezas de la sal., Se titula y obtenemos 220 Lf/ml.
Se precipits con (ilily),S04 al 1/3 de saturacin. Después de 24 horas
en frio,se centrifuga y separa el liquido.Se titula,dande 120 Lf/ml.
Dializamos por papel de celofén esterilizado. Se repreocipita el to-
xoide cop (NHj)2804 al 1/3 de eaturacién dejéndolo npevamante 24 ho-
ras en frio. Se filtra por papel y la titulacidén da 45 Lf/ml. Fil-
tramos por Seitz,luego se dializa por papel de celofén y se vuelve a
titular,hallando 24 Lf/ml. Se conserva en frio. E1 toxoide asi puri-
ficado contiene 1Y de N/Lf,

Experimento 1793

El toxoide £iftérico purifioado,se diluye con solucidn
buffer pi 7.6 hasta tener 20 Lf/ml.

Se coloca 25 ml de esta solucidén en 4 irlemaeyer de 100 ml
de capacidad,agrezindose a 3 de €1l1l08,0.03;0.04 y 0.06 ml de isocia-
nato respectivamente,quedando el 492 como control. Deepuls de 1 hora
de agitacidn en frio,se filtra y se determinan ILf y Kf.

¥n el cuadro 126 se expresan los resultados.

Como puede ovservarse,para producir en el toxoide un 50%
de pérdida del valor 1f,e8 necesario practicamente duplicar la dosis

de reactivo usado para la toxina,



Cuadro 1196,~ isfecto de dosis crecientes de isocianago de fenilo sobre
tomoide &iftérico

Torocde Isoc(.amaa LD kp ) ’PER:DI'DE
diloddo [T 7. 'I/“L )'/M' 4;7.;L{
25wl |0.030 | 012 40 44" 47
poYo | @.16 40 20" 417
0.060|0.2Y 6 Ty cunmment . 50
! o Q 12 45! -
conbrol

..1 conocimiento de los resultados anteriores,en lo que se
refiere a la cantidad de isocianato necesaria para provocar una pér-
dida del 50, del valor Lf en un toxoide,decidimos una experiencia
Ultima,en la cual determinamos el gasto de isocianato para una toxi-

na y su toxoide.

Experimento N94

Con el toxoide obtenido de la toxina diftérica purificada
del exmperimento 192 realizamos este ansayo.

Diluimoe el toxoide,como siempre con buffer y solucién fi-
sioldgica phasta conseguir un valor de 50 Lf/ml.

La experiencia se efectia en las mismas condiciones que las

anteriores. n el cuadro 27 se expresan los resultados:



toxoide diftérico

Cuadro }i27.- Lifecto de dosis crecientes de isocianato de fenilo sobre

e
J5ml | 0.009]|0.036 Yy 2'30" 43
0.01§ |0.0%¢ Yy 3 42
0.041 {0.16Y g 5' m
0.09 | 0.36 2y 8’ 50
ol | O | © 50 s

ue evidente que este toxoide,ailin teniendo en cuenta que

contiene un 30, wls de 7f que 1o muestra de toxina respectiva,zasta

comparativamente un gran exceso de isocianato para un mismo efecto,
ste consumo exceslvo de reactivo por el toxoide ha sido

comprobade ain en toxoide con bajo valor en Lf,como ¢8 el caso del

experimento 1.23.



CAPITUILO IX

Ce= VERIFICACION DE LAS CARACTURISTICAS ANTIGiENICAS
DE I0S PRODUCTOS QUE RESULTAN DE LA ACCION
DEL ISQCIANATO Di FLNILO SOBRE TOXINA
Y ANATOXINA DIFTERICA.

Hablendo comprobado que una dosis adecuada de isocianato,
determina una pérdida parcial del valor Lf del toxoide,interesaba ave-
riguar si el compuesto toxoide-isocianato que conserva parte de su
poder de combinacidn,mantiene su capacidad antigénica de producir an-
titoxina. Para ello,procedimos a una serie de ensayoe de inmunizacidn
en cobayos,teniendo en cuenta la alternativa de que la capacidad anti-
génica estuviese total o parcialmente en relacidn con las pérdidas ob=-
servadas en el poder de combinaoidn.

En los diferentes ensayos consideramos,para la prOparaoién
de la dosis de antigeno,el valor del compuesto en su tftulo actual y

en el del toxoide antes de ser tratado.

los diferentes preparados fueron inoculados por via subcu-
tdnea a cobayos de 3U0 g. de peso cada uno,en lote de 10 animales.
Se administraron dos dosis de 5 If/ml con un intervalo de veinte dias.
A los cuarenta dias de 1a primera inyeccidn,se determind el valor an-

titéxico del plasma obtenido de los diferentes lotes. De cada lote
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g8e obtuvo una mezola homogénea de plasma,extrayendo de cada cobayo,
dos ml de sangre sobre 0.05 ml de citrato de sodio al 20.,por pun=
eidn de corazdn. E1 plasma se separa por centrifugacidn.

Kl contenido en antitoxina de los diferentes lotes de plas-
ma fué determinado por el método de Roemer(via intradérimica en conejo).

Fueron utilizados los siguientes antigenos:

Antfgeno No 1.~ Toxoide original;50 Lf/ml

Antfgeno i@ 2.- Toxoide-isocianato de fenilo(0.36%);valor
actual 24 1¥/ml.La soluciln de 5 Lf/ml fué
prevarada como si el toxoide tuviese el va=
lor original.

Antigeno Ne 3.- Toxoide-isocianato de fenilo(0.36%);la so=
lucidn de 5 Lf/ml fué preparada de acuerdo
al valor actual.

Ant{geno N? 4.~ Toxoide-isocianato de fenilo(0.16);valor
actual 42 ILf/ml;la solucidén de § Lf/ml fué
preparada de acuerdo al valor actual,

Antigeno Ne 5.- Toxina-isocianato de fenilo(0.36:);valor

actual 0;1a solucidn de 5 1Lf,/ml fué prepa-
rada de acuerdo al) valor original de la to-

xina de 36 Lf/ml.

Midiendo el valor antitdxico entre 1/100 hasta 1 U.A. obte-
nemos:

Antfueno 1 : Toxoide original : ¢ de 1 U.A.

Antfigenos 2;3;4 v 5 : = de 1/100 U.Ae.



SULIEN CONCLUS .

A pesar del reducido nlmero de ensayos ,a consecuencia de
la escasa cantidad de droga de que dispusimos en todo el curso de nues-
tro estudio,surge evidentemente que la formaldehida interfiere de al-
guna anersa con la afinidad del isocianato por loe amino grupos y ha-
ce necesario tripliocar la dosis de este Ultimo reactivo,para conseguir
el mismo efecto que sobre la toxina.

Ello puede deberse o a una modificacidn estructural de la
molécula de la toxina,o a un bloqueo parcial de los grupos funciona=-
les que reaccionan con el isocianato.

Sefialamos el hecho interesante de no conseguir la rproduccidn
de antitoxina con un compuesto toxoide-isocianato,que sin embargo con-
serva gran parte de su valor de combinacidn.

Ze wuy probable que la introduccidn del nuevo grupo funcioe-
nal confiera al toxoide una nueva especificidad.

Investigaciones subsiguientes ampliaran estos interesantew

problemas.

De las experiencias realizadas,se desprenden las conclusio=
nes siguientes:
1e,- il agregado de dosis crecientes de isocianato de fenilo
a la toxina diftérica purificada,en las condiciones ex-

perimentales descritas,provoca una pérdida progresiva



del valor de combinacidn,hasta anularlo.

La dosis de isocianato que determina aproximadamente
50% de pérdida de dicho valor,provoca una supresidn
completa de la toxicidad y un aumento del tiempo de
flooulacidn,Kf,hasta llegar a triplicar su cifra ini-
cial,

28,-30 necesita una mayor cantidad de isocianato para pro-
ducir 50% de pérdida del valor de combinacidn de un
toxoide comparativamente a su respectiva toxina,

392,=Alln conservando el compuestc toxoide-isocianato el

5 de su valor de combinacidén,no hemoo conseguido
poner en evidencia su capacidad de engendrar antito-

xina diftérica.

. u*)///

/



BIBLIOG. IA

l.~ RAPER H,S.;Hofmeister's Beltrige;9:168,1907

2,= FOLLEY 8.J.;Biochem,J.26,99,1932

3o~ IDPKINS S.J. y WORMALL A.;Biochem.J.;27:740,1933

4.- IDPKINS S.J. y WORMALL A.;Nature;134:290,1934

Se= GAUNT WeB. y #OIKALL A.;Bi0l.J.;30:1915,1936

6.= STERN K.Go. y JHITE A.;J.Biol.Chem.;122:371,1937-38

7+= LERRIOTT Relde Yy NORTHROP J.lis;JeGen.Plysiol.;13:39,1934
8e= LI Celio,SILPSON #vBe ¥ EVANS H.M.;J.Blol.Chem.;131:259,1939
9= DILLER y STANLsY;Je.Biol.Chem.;141:905,1941

10.=- BISCHOFF ¥.;undocrinology;32:260-202,1943

1ll.~ WOOD T.R. y ROSS W.F.;J.Biol.Chem.;146:59,1942

12,« PAPPCUIEIUKR AJHe;JeBiol.Chem,;120:543,1937
13¢= CATOU ileDe;JeImmunol.;33:419-433,1937

14.- SCHMIDT S4;Z.lmmunitéts.;78:27-45,1933
15.- FOLLENSBY k.M. y IDOKSR S.B.;J.Imnunol.;31:141-54,1936
16.- JADSWORTH A+ ,QUIGLEY J.J. y SICKLES G.R.;J.Infect.Dis.;61(2):237,1937
17,- GOLIDIE H.;Comp.Rend.Soc.de Biol.;120:313,1935
18, - SANDOR G. y GOLDIE H,;Bull.Soc.Bhim.Biol.;20:1130-1146,1938
19.- PAPPENHEIMBR A.li.;J.3101.Chem.;125:201,1938
20+~ XCLONEY P.J.y ORR M.D.;Trans.Roy.Soc.Can.;31-v:899,1937
2l.- MUELLER JoHe;JeBiol.Chem.;119:121,1937
22.~ SORDELLI A. y colaboradoees;Rev.Inst.Bact.;T.12;Ne1:83,1943



	Portada
	Agradecimientos
	Introducción
	1. Isocianato de fenilo
	2. Isocianato y proteínas
	3. Antecedentes sobre inactivación de ciertas proteínas por isocianato de fenilo o cetene
	4. Definición de toxina diftérica
	5. Antecedentes sobre inactivación de la toxina distérica por formol y cetene
	6. Antecedentes sobre inactivación del toxoide diftérico por el isocianato de fenilo
	Parte experimental
	7. A. Efecto del isocianato de fenilo sobre toxina diftérica
	8. B. Efecto del isocianato de fenilo sobre toxoide diftérico
	9. C. Verificación de las características antigenicas de los productos que resultan de la acción del isocianato de fenilo sobre toxina y anatoxina diftérica
	Resumen y conclusiones
	Bibliografía

