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INTRODUCCIÓN.

El análisis de las modificaciones que se imprimena las pro­

teinas con actividad biológica propia cuandose las trata con reacti­
vos de reconocida afinidad por determinadas estructuras quimicae,ha

permitido poner en evidencia una correlación entre dicha actividad y

ciertos grupos funcionales libres de la molecula de estas proteinas.

Los resultados experimentales concuerdan en señalar a los

hidroxilos y amino grupos libres comofunciones químicas de particular

significación en este sentido.
Beta conclusión ha surgido de la aplicación y estudio de los

efectos de reactivos comoel isooianatc de fenilo.el cetene y el for­

mol sobre diferentes proteinas,del tipo sueroproteinas,hormonasy virus.
Las alteraciones de le especificidad de los antígenos suelo­

proteinas provocadas por acción del formal o del isocianato de fenilo,

aportan suficientes elementos de Juicio para sostener que si bien exis­

ten evidencias de que los grupos aromáticos estan en relación en algu­

na forma con la espeoificidad,los grupos no aromáticos intervienen in­

dudablementeen la determinación de la especifinidad de especie.
En este sentido es interesante recordar las diferentes con­

secuencias inmunológicas del formal y del isocianato de fenilo.
El formal convierte a las suero-proteinas en sustancias

que producen en el conejo anticuerpos solo para el compuesto antigo­

no-formol empleadoy no para compuestos formal-proteinas de otras
especies.



En cambio,el ieeoianato de fenilo si bien no produce pér­

didas del poder antigenico de la suero-proteina,provoca una marcada

alteracián de la especificidad. Asi anticuerpos obtenidos con una

proeeina modificada(fenil-ureido suero-globulina de caballo) reac­

cionan muybien con su correspondiente antígeno y con proteinas de

otras especies que hayan sufrido la mismamodificación(fenil-ureido

suero-proteina de pollo,fenil-ureido caseina,fenil-ureido gelatina,
etc.).

Esta diferente acción del formal y del isocianato de fe­

nilo sobre las proteinas,tiene por base la intervención de grupos
relacionales distintos.

La naturaleza de la reacción entre formaldehido'y amino­

ácidos simples es poco conocida y poco se sabe por tanto del meca­

nismo de la reaooión formal-proteinas. Se acepta que el formal ac­

túa fundamentalmente sobre alfa aminc grupos. En cambio se ha podi­

do ahondar con más exactitud los grupos reaooionalee involucrados

por el isooianato de fenilo. Este reactivo interfiere principalmen­

te con los amino grupos libres de la lisina y presumiblemente con

sus eta amino grupos.

En base a estos antecedentes inmunoquimicos que más ade­

lante serán expuestos 'in extenso',nos ha parecido interesante estu­
diar el efecto del isocianato de fenilo sobre toxina dirtérica y so­
bre la mismatoxina tratada previamente por formal.

La toxina diftárica es una proteina caracterizada por te­
ner signos experimentales definidos.



El proceso do transformaoián ds la toxina dift‘rica on a­

natoxina por acción del formal ss bisn conocido. En condiciones a­

decuadas pierdo su toxicidad conservando inalteradas sus propieda­

dss antigónioas y demás signos experimsntslos.

En cambio pooo ss sabe del ofooto del isooianato ds feni­
lo sobre toxina ditt‘rica.

Por 1o cual sn ol presento trabajo nos hsmospropuesto de­

sarrollar los puntos siguientes:

19.- Examencuantitativo de 1a aooión del isooianato do

fsnilo sobre dosis minima morta1.Lf. K1. y L+. dd
la toxina ditt‘rioa.

29.- Examsncuantitativo de la acción do dicho reactivo

sobro Lt. xr y poder do oombinaoián'in vivo' ds la
anstoxina derivada do 1a misma toxina.

39.- Vsrifioaoión do las caracteristicas antigénioas ds
los productos quo resultan ds 1a accion del isooia­

nato ds fsnilo sobre toxina y anatoxina dirtírioa.



CAPI I

ISQCIANATO DE EENILO

Delas dos posibles series de ¿steres del ¿cido ciinico,loe

cianatos n-o-cin y los isocianatos 0=CIN9R;sclclos últimos son conc­

cidos,mientras que con el correspondiente ácido tiociánico pueden cb­
tenerse ambasseries de esteros.

Los ¡steres isooiánicos son bien conocidos. Fueron prepara­

dos por primera vea por A.Wurtzen 1854 por destilación de las sales

alquílicas del ¿sido sulfúrico con isocianato de potasio;lo conduje­
ron al deecubrimiento de las aminas primarias simples.

Emo-aca.“ + K-N=C=0-—DEt.N=C:O o ¡{2504

El rendimiento del isocianato obtenido por este metodo es

pequeño porque una fracción del producto polimeriza.

un metodomis conveniente para preparar los ¡stores alifá—

ticos es calentar el cianato de potasio con el apropiado sulfato di­

alquilo en presencia de carbonato de sodio secozsi el sulfato di-al­

quilo no es factible,pucde usarse el éster sulf6nico p-tolueno,forma­
do por la acciGn del cloruro sulfSnico sobre el alcihcl en presencia
de piridina.

Los ¿stores isociánicos pueden ser formados tambien por

1a acción del cloruro de oarbcnilo sobre aminas;el cloruro de car­

bamilo es un producto intermedio que pierde ácido clorhídrico:

C0012 + mina-¿ml + Cl-Co-I-Im-l-Dml 4- 001m



El isooianato de fenilo es preparado comunmentede esta ma­

nera:Se hace pasar el fosgenc sobre clorhidrato de anilina a IDO°,c

calentadc con el HDIen benceno bajo presión a 120°.

otro metodogeneral de preparacián ee obtener el N sustitui­

dc,uretane de una amina y el ester olorofórmico y destilarlo con P205:

RNHQ 'I' Cl-CozEtaRl‘IH-COfit RNCO

otras reacciones en las cuales se forman,eon aquéllas entre

el cianatc de plata y un ioduro de alquilo;la oxidación de los iso­
cianuros con óxido mercürico;la reacción de Hofmannpara 1a conver­

sión de una amida en una amina y la descomposición de acil-azidas

que llegan con pérdida de N a iscoianato cuando son calentadas en

un solvente indiferente.

La estructura de estos ¡stereo es reconocida comoR-N=clo

por sus mitodoe de formacion y por su hidrólisis por ácidos minera­

les y ¿1°.11.,.n una amina y 602.
Son liquidos volátiles,de un aromapoderoso y desagradable,

los que cuando son puros pueden ser guardados por meses,sin cajbic.

Pequeñas cantidades de impurezas,por eJemplo,sales comoel

acetato de sedio,a menudo,los polimerizan en trimeros,los llamados
estores del ácido isocianúrioo.

Aparte de su hidrálisis,la reacción más importante de los

¡stereo comprendela adición al grupo c=N.

Concompuestos hidroxilados,tales comoalcoholes de todos

los tipos y fenoles,resulta un este! del ácido oarbámico(unuretane)



y con aminas primarias y secundarias,una urea sustituida:

R-N=c=o t R'OH“RHN-002m

R-NIIC'RO + R‘NHQ-ORHN-Co -NHR'

Estas adiciones tienen lugar con gran facilidad y por con­

siguiente el isocianato de fenilo ha sido a menudousado para ambos

comoun reactivo de rsvelacién de los grupos hidroxilos y aminos; y

tambiénpara la identificación de alcoholes,dcsde que los N-fenil
uretanes son derivados sólidos fácilmente aislables y purificables.

El naftil-isccianato es usado a menudode preterencia al

enter fenilc,porquc los uretancs y ureae derivados de ál,son menos

solubles y por eso pueden realizarse con pequeñas cantidades.

En presencia ds agua,los ¿stores isociánicos dan urea.

sustituidas simñtricamente,dssde que una parte del éster es hidro­

lizado a amina,1a que se combina con el ¿star sin cambio.

Asi el fenil-isocianato da difcnilurea3por consiguiente
el agua debe ser excluida cuando el isccianatc es usado comoreac­
tivo:

CóHg-NCO-’06H5NH2eCóHg-NH-co -NHC¿H5

Los ¡stones también reaccionan con ácidos:loe productos

principales son 002 y la amida sustituida del ácido:

RCOQH 1- CóngvcoaRCONIicóg + 002



CAPIIQLQ II

IQQCIANAEQ Y PBQIEINAB

1.- Antecedentes.

RAEHR(1)prepará derivados del fenilieooianato de varias

fracciones de peptonae y de 1a suero-a1búm1na,obteniendo compuestos

con punto de fueián definidos.

FOLLEY(2)obtuve el fenilieooianato de planteina.

Pero d‘beee e ¡DPKINSy WORMALL(3)el primer estudie sobre

oompuestoede proteinas con ilocianato de fenilo y sus propiedades 1n­

mnnológicas. Estos autcres prepararon derivados del ieooianato de fe­

nilo de caeeinógeno,de gelatina,euero-globu11na y comprobaronel alto

valor antigónioo de loe mismos.

2.- Naturaleza de 1a reacción entre isooiangto z groteinae.

Según IDPKINSy WDRMALL(3),1¡combinación entre 1eocianato

de fenilo y proteinaa,eeteria relacionada sobre todo con los grupo­

amino libres de la molecula proteica,para dar una reacción del tipo
siguiente:

3-9112 + Ocean-6635 3-932

NH2 NH-co-NH-36H5

Esto debe der como resultado una dieminuoián de los amino

grupos libree y preeumiendo que no hubiera otros cnmbioe,eeta dismi­



nución resultaría ser la medida de 1a extension de la reacción. y

del número de los nuevos grupos introducidos. En erecto,en algunos

cascs,como cuando se hace actuar isocianato de fenilc o p-bromo

isccianato de fenilo sobre caseinágenc,desaparece hasta el 80 a 90%

del amino nitrógeno libre. Esta disminución del amino nitrógeno

libre.parece mostrar que ocurre una reacción entre el isocianato

de fenilo y los aminogrupos libres ds la molécula proteica.

En gsnsra1,este metodo de introducir nuevos grupos reac­

tivos cs ventajoso. Es rápido y nc es drástico,pues se realisa a bajas

temperaturas y en soluciones neutras o prácticamente neutras. El

exceso de reactivo reacciona con agua para dar un compuesto inso­

luble,difenilurea,que se elimina fácilmente.

3.- Relacion entre el número de amino grupos gue desapa­

recen 1 el número de nuevos grupos introducidos en la molecula pro­
123108.'

La prueba de que ocurre un solo tipo de reaccion involu­

crando la formacion de grupos fenilureidos,scr1a más completa si

se pudiera mostlar que el número de nuevos grupos que entran en la

molécula proteica es igual al número de amino grupos que desapare­

cen. Esto se ha podido comprobar con el p-brcmo isocianato de fe­

nilo sobre proteína,dctcrminando la cantidad de broma en el nuevo

producto formado y conociendo el valor del amino nitrógeno de la

proteína.

Para el caso del caseinógeno,ss calculó que el compuesto

p-bromo fenilureido debia conjener 3,9% de Br. y el valor observa­



do fue de 4,1%.

En las preparaciones con gelatina.1ae muestras de p-bromo

fenilureldo gelatina que debian contener 1.8 y 2,4%de Br. respecti­

vamente,dieron 2,2 y 2,6%. Estos resultados pueden considerarse oo­

moaltamente satisfactorios y parecerian demostrar que 1a reaccion

se realiza entre p-bromofenil isocianato y los grupos aminolibres.

4.- Estudios inmunológicos.

La administración al conejo por via parenteral del compues­

to fenilureido suero-globulina de caballo,da lugar a la formacion de
un suero que reacciona fuertemente 'in vitro',en un sistema de pre­

oipitinas,con el antígeno utilizado en la inmunizacián,esto es,oon

el compuestofenilureído suero-globulina de caballo.

Además,severifican los hechos siguientes:

a) Suero de conejo anti-fenilureído euero-globulina de oa­

ballo,da reacción moderadamdebil o negativa frente a suero de oa­
ballo o euero-globulina de caballo no tratadas.

b) Suero do conejo anti-fenilureido suero-globalina de ca­

ballo.reaooiona bien frente a compuestosfenilureidoe suero de pollo .

o de conejo,pero no reacciona con suero de pollo o de conejo sin
tratar.

c) En oambio,euero de conejo anti-suero-globulina de oa­

ballo sin tratar reacciona bien con el compuestofenilureido suero­
globulina de caballo.

Los hechos señalados en los parágraros precedentes,permi­
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tirian deducir que el compueetofenilureidc proteina,ee un excelen­

te antigeno,que pierde en cierta proporción por lo menoe,lae carac­
terieticae especie eepecificae y que la euerc-globulina contenida en

un compuestorenilureidc euerc-globulina conserva inalteradae eue

caracterieticae antigénicas originalee.
Beta retención de parte de la especificidad original pere­

ae indicar la presencia en 1a molécula proteica alterada,de alguno o

todos ecos grupos o estructuras que normalmente determinan la espe­

cificidad de eepecie,y eeto puede eer debido: a) al hecho que eetoe

grupce no interfieren en modoalguno sobre el ieocianato de fenilo,c

b) a una reacoián incompleta entre la proteína y el ieocianato de
fenilo.

La 2a posibilidad tiene ciertamente másverosimilitud,por

le ezperimentaoión,deede que la determinación del amino N,mueetra que

con las preteinae usadas para la inmunización(suero-glcbulina de ca­

ballo y eu derivado denilurcido),el compuestoúltimo aún retiene 1/3

parte de su amino N libre,de lo que ee deduce que colo 2/3 de los gru

por reactivos de la molicula proteica se han combinadocon el isccia­
nato de fenilc.

Unaexplicación alternativa,sin enhargo,podria deree,acep­

tando que la introduccion de cualquier nuevo grupo en una molécula

proteica produce un nuevo arreglo eetructural que predominaria sobre

los otros grupoe de la molécula en determinar la formación de anti­

cuerpos.

Así,la inyección de fenilureídc euero-glcbulina de caballo

podria,“ acuerdo con este puntod de vieta(mPKINS y WOIOLALL(3)).



producir anticuerpos que están principalmente dirigidos contra los

grupos fenilureídos y podria no dar ocasión a una respuesta signifi­

cativa del anticuerpo que responde a los grupos determinantes de la

especificidad de la suero-globalina de oaballo,aunque estos últimos

grupos pueden estar inalterados por ol tratamiento con isooianato de
fenilo.

Cualquier explicacion que se adopts,es posible destacar de

lo expuesto que: los grupos atacados por el isooianato de fenilo es­

tarian relacionados on parte por lo menoscon la espooificiidd de es­

pecie original y que el isocianato de fanilo reacciona con los amino

grupos libres de la molécula proteica.

Las pruebas químicas citadas aunque sugestivas no son con­

cluyentes,paro las pruebas serolégicas de inhibición,suministran nue­
vos argumentos al punto de vista de que el isocianato de fenilo reac­

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

5.- Pruebas inmunoguimicassobre la intervención de los
¿minogrupos libres en la roacción proteina-isocianato.

A fin de probar que la reacción entre isocianato de fenilo

y proteinas involucra los amino grupos libres de la molécula proteica

y para definir más precisamente 1a naturaleza de los grupos responsa­

bles de la. nueva especificidad inmunológica,mPKIN8y wommmg) hi­
cieron ensayos con compuestosfenilureidos de glicina,alanina y lisi­
na y determinaron la influencia en las pruebas de inhibición de estos

compuestos y de los mismosaminoácidos sin tratar.

Los resultados experimsntalos muestran que todos estos com­



puestos de fenilureidos aminoácidos inhiben en una marcada proporción

y en el caso de la lisina compuesto.tota1mente,la reacción entre las

fenilureido proteinas y los correspondientes anticuerpos,mientras no
perturban 1a formación de preoipitados en reacciones de antígenos-an­

ticuerpos del tipo suero-ploteina de caballo y su anticuerpo corres­

pendiente.

En estos experimentos los compuestos fenilureidos amino­

ácidos y los aminoácidos sin tratar fueron usados en cantidades Iqui­

moleculares,poro el hecho de ejercer cl compuesto de lisina una ma­

yor influencia y 1a circunstancia de contener dos grupos fenil-ured­
dos,hizo que se realizaran pruebas similares con la mitad de la ocn­

oentración molecular de este compuesto,verificándose que en estas

condiciones ae obtiene invariablemente completa inhibición de la reac­

ción de precipitacián del compuestofenilureido proteina.

Con todo,cuando el iaocianato de fenilo reacciona sobre la

molécula proteica,intervendria uno solo de los amino grupos de la li­

sina,presmniblemente el E-a.vninogrupo.

Un argumento más en favor de que el ieocianato de fenilo

reacciona con el aminogrupo de la lisina está dado por la dificultad

de preparar p-bromofenil isooianato de zoina,por ser una proteina

que carece de lisina.



CAPIIQLQ III

ANTECEDEN ES SOBRE NAC IVACI DE C'T TAS PI E AS

ISOCIANATO DE BENILO 0 CE‘QQQ.

Consideramosde interes resumir los trabajos relativos a

la acción del isooianato de fenilo y del oetene sobre diferentes pro­

teïnas biñáógicamenteactivas,antee de referirnos a nuestros resulta­
dos experimentales.

HDPKINSy WORHALL(4)comprueban que la insulina es comple­

tamente inactivada por tratamiento con isooianato de fenilo. Ésto reac­

tivo bloquea los amino grupos libres y no reacciona en forma aprecia­

ble con el OHde la tirosiua,en las condiciones en que han trabajado

los autores. Obtienen preparados de p-bromofenilureido insulina que

contienen 4,8 a 5,5 y 5%de Br. El valor teárico que encuentran para

la reacción completa con todos los amino grupos libres es de 5%.Lle­

gan a la conclusión de que en la insulina los grupos básicos son ne­

cesarios para la actividad biológica.

Posteriormente GAUNTy WORHALL(5)estudian los amino gru­

pos libres de la molécula insulina que son atacados por isocisnato de

renilo,para lo cual consideran necesario encontrar los aminoácidos de

esta proteina que tienen amino grupos libres. Encuentran que los gru­

pos reotores de una proteina son posiblemente los eiguientes: grupo

hidroxilo de la tirosina,didulfuro de cistina,el grupo sulfhidriio
de la cisteina,imidazol de la histidina,guanidina de la arginina,pi­
rrolidina de la prolina y el grupo aminoácido de asparagina y gluta­



seggñn loa autores,el isocianatc de renilo no reacciona con

ninguno de los grupos oitados,salvo el grupo sulrhidrilo de la cistei­

ne que no tienen en cuenta porque la insulina no contiene SH. La reac­

ción con el grupo pirrolidina de la prolina y en alguna extensión con

el grupo guanidina de arginina no dan cuenta de la inactivaoion de la
hormona.

STERNy WHITE(6)estudian la reaccion entre cetenc e insu­

lina.Comprueban que cuando el tiempo de acetilación es oorto,cinco mi­

nutos,solo los aminogrupos libres son acetilados. Si la reacción con­

tinúaatreinta horas,el grupo hidroxilo de la tirosina es lentamente
acetilado.

La aoetilaoión de amino grupos no afecta appeeiablemontc

la acción farmaooddnámicade la insulina. Cuandolos hidroxilos de
la tirosina son acetilados,1a actividad decrece y este efecto es pro­

porcional al númerode estos grupos bloqueados.

EERRIOTTy NORTHROP(7)encuentran también que para la pep­

sina es posible acetilar prácticamente todos los amino¿rupos libres

mediante el oetene,sin perdida de la actividad enzimática. El bloqueo

de los grupos hidroxiloc fenóliccs causa inactivaoión. O
LI,SIMPSONy JVAHS(8) estudiando la acción del oetene so­

bre hormonasgonadotrópicas concluyen que la actividad fisiológica de

las hormonasestimulantes de células intersticiales y de folioulos de

pituitaria,asi comola hormonagonadotropica de suero de yeguas preña­

das,depende en cada caso de los amino grupos libres. En cambio,el

principio gonadotropico de orina(gonadctropina ooriónica) semeJaa la

insulina y pepsina,en que los hidrozi-grupos fenálicoe más que los



15

aminogrupos son esenciales para su actividad fisiolágica.

MILLERy STANLEY(9Ihan preparado derivados acetilo y fenil­

ureidos del virus mosaico del tabado y comprueban que alrededor del 70%

de los amino grupos pueden ser cubiertos ya sea con grupos acetil o fe­

nilureidos sin inactivación apreciable del virus. Subsiguiente bloqueo

determina pérdida de la actividad. En cambio,solo del 20 al 40%de los

grupos fenol más indol pueden ser cubiertos,sin inactivaoión;conoluyen

que el 70%de los amino grupos y 20 a 40%del grupo fenol en la molécul

del virus mosaico del tabaco no son importantes para las reacciones fun

damentales en la reproducción del virus,pues cuando muestras del pro­

ducto derivado son inoculadas en plantas de tabaco,se compruebael de­
sarrollo de un virus normal.

31801031110)estudiando la reacción entre gonadotropina co­

riónica e isocianato de fenilo,estab1ece que a semejanza de la ganado­

tropina suerica,aquélla hormonaes inactivada en más del 90%por ao­

ción del isocianato,siempre que la reacción se realice en las condi­

ciones experimentales consideradas comoespecificas para la reacción

de amino grupos. Estos resultados contradicen los de LI y colaborado­

res,obtenidos con cetene.

En resumen,de los expuesto se deduce que el isocianato de

fenilo reacciona solo con amino grupos de las proteinas cuando esta

reacción se ajusta a las condiciones establecidas por ÍDPKINSy

dORMALL,GAUNTy NORMALL.Sin embargo MILLER y STANLEY han comprobado

que el isocianato de fenilo puede cubrir los grupos hidrozilos de la

tirosina,en el caso del virus mosaico del tabaco. Igual proceso ocu­
rre con el cetene.



En reacciones de corta duracián,el proceso queda limitado

a los amino grupoczcuandola reaccion de acetilación se prolonga,se

bloquean los amino grupos y loa hidrozilos de la tirocina. Ademásel

oetene no sería un reactivo especifico de amino grupos de proteínas;
reacciona no solamente con tirosina sino también con un tercer comp

ponente(w00D y ROSS)(11).

Por otra parte.ello explicaría porque,loe resultados obten!

dos con ieooianato no siempre concuerdan con los obtenidos con cetene,

respecto al significado fisiológico de los hidroxilo y aminogrupos
de estas proteínas.



CAPITULO IV

FIN N DE T0 INA DI ICA

Según PAPPENHEIMER(12),e1producto final de la puritica­

ción de la toxina difterica,es una sustancia amarilla pálida en so­
lución al 2%y casi blanca al secarse por el metodo de FLOSDORFF)

MUDD.Las siguientes pruebas para proteinas en soluciones diluidas,

comobiuret;ninhidrina,xantoproteica y Millon son positivas. Las

pruebas de Hopkins y Cole y de Ehrlich,p-dimstilaminobenzaldehida

para triptofano son fuertemente positivas en solución al 1%.

La prueba de sakaguchi para arginina es también fuerte­

mente positiva y la diazcrreaccion de Ehrlich da un pronunciado cc­

lor naranja.

El material da solo una muydébil reacción de iolish en

solución al 1%y no contiene P. La prueba de nitroprusiato para sulf­

hidrilo es negativa. La proteina es coagulada completamentepor ca­

lentamiento en medio ácido. Del 92 a1 100%del N es precipitado de

una solucion al 1,5%con ácido tricloroacótico. La toxina es preci­

pitada completamente de una solución a1 1,5% con sulfato de amonio

entre 0,5 y 0,6 de saturación.

En el siguiente cuadro da los valores de la composición

quimicade la toxina dirtárica purificada.



CQMÏOSICION QQIMICA DE LA TOXINA DIFEEBECA PURIFICADA

4.1
CQMUNENTES ¿g

c 51 . 47

H 6. 7 5

N 16. 1

s 0 . 7o

P o .o S

amino N(Van Slyke) 1,12

aminoH(titulación eoetcna) 1,14

tiroeina 8.o
triptofano 1,36

cenizas 1.36

C“), -36°
punto ieoeléotrico 4,1 t 0.1

Aunque los datos encontrados no deben ser tomados en nin­

gún sentido comoun criterio absoluto y terminante de pureza,eetoe nú­

merossirven para caracterizar y diferenciar a la toxina diftárica
comouna proteina,a pesar de que hasta el presente no se ha encontrado

ninguna evidencia quimica para explicar eu pronunciada toxicidad.

Según PAPPENHEIMERel dato más convincente para la pureza

de iïb preparacionee,ee 1a relación entre el valor de N por Lt para

la toxina diftérica,obtenida de un estudio cuantitatiVo de 1a reac­

ción de floculaoión y el valor encontrado por aislamiento.

El estudio cuantitativo de la reacción de floculación,en



indica 0.00046 mg de N por unidad de Lf de toxina diftórioa. Este

númeroes igual al encontrado en las preparaciones purificadas,den­

tro de los limites del error experimenta1,y también a1 valor encon­

trado por IATON(13)para la toxina aislada de un medio de peptona.

El material de RATONcontenía 0.0005#0.0006 mg N/Lf,del

cual 0.00045 a 0.0005 mgera precipitado por ácido tricloroaoótico.
E1 material de PAPPENHEIMERdifiere del de EATONen dos

aspectos. EATOHdice que en las pruebas cualitativae,su toxina no

contiene S ni triptofano,en cambio la de PAPPENHEIMERda 0.75% de

S por análisis. No hay duda de que este B es orgánico. Según este

mismoautor(19),1 g. de toxina purificada contiene los siguientes

aminoácidosbásicos:2,2fi de histidina,3,7 de arginina y 5,3 de li­
sina.

Sobre 1a base de su contenido en triptofano,1a toxina

dirterica tiene un peso molecular minimoentre 14.000 y 18.000.

otros autores indican comopeso molecular el de 72.ooo,dato obteni­

do por los métodos comunes de medicián y por lo tanto inseguro.

De acuerdo con ciertas constantes fisicas,se puede agru­

par a 1a toxina dirterica dentro del grupo de las proteinas globulares,

comoa 1a mayoria de las proteinas del suero;se entiende por protei­

na globular la que no muestra muchaasimetría y presenta agrupación

esférica de los diferentes aminoácidos,encontraste con la proteina

fibrosa que es muyasimétrica con sus aminoácidos ordenados en for­
malineal.

Comotodas las proteinas,está constituida por una cadena



de polipeptidos,equipados con cadenss'laterales.1as que se encuen­
tran libres de ligaduras covalentes,propiedsd que determina la hidro­
filia.

La alta sensibilidad hacia la mayorparte de las sustan­
cias químicas y el cambio de las condiciones fisicae(movimientc,tem­

peratura,irrsdiación) da comoresultado un cambio en 1a configura­

ción nativa,altamente especifica de la proteina,hacia una estructu­

ra más descrdenada,compsrable al cambiode una estructura cristali­

na a1 estado amorfo. Este proceso,11amadodesnatnrslizaoión,está

acompañadoen general con disminuoián de la solubilidad,aumento de

la viscosidad,liberación de grupos de oxidación-reduccián y amplia
pérdida de la actividad biológica.

Esta actividad biolágica,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 mis9

mao a los efectos que resultan'in vivo' c 'in vitro' de la combina­

ción de la toxina diftérica con su respectiva antitoxina.
A continuación nos limitamos a la definición de ellos:

l) Dosis minimamorta1.-(d.m.m.). Bs la menor cantidad de

toxina que inyectada subcutáneamente,a oobayos de 2503. de peso,los

puede matar alrededor del 59 dia.

2) Dosis reactiva minima.-(d.r.m.). Es la menorcantidad

de toxina,contenida en 0,2 m1,que,inyectada intradármicamente a un

cobayc,causa una reacción en la forma de eritema y edems,de 5 mm.

de diámetro,vieible 36 horas despeós de la inyeccion.
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La unidad de antitoxina fue originalmente tomada por Ehrlioh(1897)como

la cantidad de antitoxina que neutraliza completamente 100 d.m.m. de

cierta toxina. Esta unidad permanece comola base fundamental de compara­

ción de loa valores antitóxicos del suero y el poder de combinación de
la toxina.

La unidad de antitoxina es la cantidad de antitoxina seca

standard,contenida en ciertos pesos conocidos y conservada en diversos
Institutos.

El Lo(limite nulo) dosis de toxina es la mayor cantidad de

toxina que no causa edema local cuando es mezclada con 1 unidad de an­

tdtoxina e inyectada subcttaneamente al cobayo.

El L+(limite de muerte) dosis de toxina,es la menor cantidad

de toxina,que cuando se mezcla con l unidad de antitoxina e inyectada

subcutaneamente en cobayos de 2503.,puede matarlos dentro de los 5 dias.

El Lr(limite de reacción) dosis de toxina,es la menorcanti­
dad de toxina,que cuando se mezcla con 1 unidad de antitoxina,e inyectan­

dc 0,2 m1 intradermicamente al cobayo,cauca una reacción minima en la piel

El Lf(11mite de floculación) dosis do toxina,es la cantidad
de toxina por unidad de una cierta antitoxina tipica elegida,en la maa­

cla que flocula más rápidamente,bajo las mismascondiciones¡que todas
las otras mezclas conteniendo otras cantidades de la mismatoxina por
unidad de la mismaantitoxina.

E1 Kf(tiempo de floculación) tiempo que tarda en flocular

la mezcla óptima de toxina o toxoide con su antitoxina.



CAPITULO V

“C EB ° BRE I' C I ACI N DE A

DIFTERICA POR EQRMOL Y CETENE.

Numerosostrabajos han sido publicados sobre la accion

del formal y cetene sobre toxina diftárica,SCHMIDT(l4).FDLLENSBYy

momn(15).WADswc>RTH,QUIGLEYy smmsuó) usaron el primero de los

reactivos citados;GOLD1E(l7),SAHDORy GOIDIE(18) el segundo;pero con­

sideraremos solo los resultados obtenidos con toxina purificada.

Desde que la toxina diftárica es presumiblemente una pro­

teina,podria suponerse que todo tratamiento fisico o quimico que des­

naturalizara esta proteina prOVccarIa a1 mismotiempo perdida de su
actividad.

Entre los numerososreactivos quimicos utilizados con este

fin,solo el formal modifica 1a toxina,suprimiendo totalmente la toxi­

cidad,sin causar ninguna alteración de los otras signos experimenta­

les ni de su propiedad antigénica.

EATON(13)trabajando con toxina purificada,comprueba que

el tratamiento de ésta con formaldebido,causa una definida reducción

del amino nitrógeno determinablc por el metodo de VanSlyke. Asi,

0.0025 por ciento de formaldehído agregado a una toxina purificada

con un valor de 300 Lt/ml representa alrededor de 1a cantidad teórica

que combina con el amino nitrógeno,de acuerdo a la rsacoián siguien­
te:

R-HH2+}IC}D—+R-NII( enzo H): R-N:CH2 + H20



Esta concentración de formol,transforma la toxina en tozoi­

de a pH 8,6;pero a ik 6,3,para el mismoefecto,1a concentración debe

ser 100 veces superior.

En estas condiciones solo el 30%de los aminc grupos se

han combinado con el formaldehido.Este porcentaJe no varía aún en

presencia de un gran exceso de formal libre.

En un intento de localizar los grupos tóxicos de la toxi­

na diftérica,PAPPENHEImBR(19)trata con cetene una toxina altamente

purificada,por considerar este tratamiento,un métodomás adecuado pa­
ra este fin.

A partir de una toxina cruda de 42 Lf/ml,obtienc un pro­

ducto incoloro con 167:de N;0,00046 mg de N/Lf:l4.000 d.m.m. por mg,

y con una rotación especifica de -39°.Ya se ha indicado,que este tipo

de toxina contiene 2,2 de histidina,3,7 de arginina y 5,3 de lisina.
Esta ciffa ds lisina correspondería a un cdntsnido cn aminoN del

3,2%del total del n de la proteína.

Sin embargo,la media de contenido en amino N de la protei­

na tzica determinada por VANSLYKEes de 6,1%,pcr titulacián por for­

mcl es de 6,3%y por titulación con acetona es de 7,4% del N total.

Despuesde acetilación de la toxina diftérica por cetene,

el amino N cae inmediatamente a 2,7 fi y queda constante en este valor

despues de periodos más largos de aoetilacián. Al mismotiempc,la to­

xicidad de 1a proteina,se ha perdido casi interamente.

En estas condiciones y en base a los valoregkgíg el méto­

do se VANSLYKE,el autor encuentra que el 3,3 % del N total ha sido

acetilado.



PAPPENHEIMERconcluye que los E-amino grupos de la lisina

son los grupos actualmente afectados durante la detoxificaoión,sin que

se pueda explicar el elevado contenido en amino N encontrado para la

toxina mismao para el amino N residual que persiste después de la a­
cetilacion.

Comoen el caso de la pepsina,de la insulina y del virus

mosaico del tabacc.los grupos hidrozilos de la tirosina contenidos
en la toxina diftérica,eon acetilados más lentamente por oetene que

los amino grupos. A medida que aumenta el número de los hidroxi-ace­

til grupos,el Kf se prolonga,hasta que finalmente,cuando alrededor

del 35% de ellos,han sido acetilados,la toxina no flocula con anti­

tcxina,aunque incompleta combinacion tiene lugar cuando la toxina

acetilada es acoplada a una toxina fresca de K! breve.

La acción de baja concentraoi6n de formal sobre la toxina

dift‘rica a pH8,1 o a más alta concentración a pH6,3,apareoe análo­

ga a una corta acetilación con cetene,en que se produce una reducción

de amino H libre correspondiendo al calculado del contenido en lisina.

La union con formal es irreversible y por tanto no puede
ser atribuida-a una mera formación de uniones metileno al N.

En opinion de PAPBENJEIMER.elhallazgo de que la acetila­

ción de s-aminc grupos de lisina causa pérdida de toxicidad,no signi­

fica que estos grupos sean responsables de la toxicidad por ellos

mismcsíperc lo.son asi solamente en virtud de su disposición espacial

en la molécula proteica tóxica.

Esto hace muy improbable que ningún_grupo prostático aná­

logo al homede hemoglobina o riboflavina de la enzima amarilla.pueda

ser encontrado en toxina diftárica.CRAPPENHERMER)
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CAPITULO VI

AHTECEDEETES SOBRE INACTIVAGIOH DEL TOXOIDE

DIFTERICO POR EL ISOCIANA DE

¡EHLLQ

Se conoce el trabaJo de HOLONEYY ORR(20) que titulsn:

"El efecto de ciertos tratamientos quimicos sobre la antigenicidad

y reactividad especifica del toxoide diftárioo purificada" en el

que hacen reaccionar el toxoide con sales de diazonio,con isooians­

to de fenilo.cloruros de ácidos y ioduros alquilioos sobre toxoide

pnliiposddo por nitrato de plata.
Estos autores llegan a las siguientes conclusiones:

li) Del toxoide purificada copulado con sal de diazonio,

o ácido sulfanilico,anilina oc(-naftilamina se obtienen productos
que son insolubles debajo del punto isoeláotrico del toxoide y solu­

bles por arriba de él. EBtOBproductos muestran una pérdida completa

de la especificidad original al ensayarlos en la prueba de resctivil.

dad en animales sensibilizados,oomo en lo flooulacián y en su habi­

lidad para producir antitoxinas.
29) De].toxoide diftérioo purificada tratado con isocia­

nato de fenilo o con cloruro de benzoilo,se obtienen productos que

son insolubles debajo del punto isoeléctrioo del toxoide y solubles

por arriba de 61. Con respecto al poder de combinacion con antitoxi­
ne obtienen resultados variables. Los valores de flooulación en



productos preparados en distintas ocasiones fueron inconslltentel.

En algunos casos desaparecio todo el valor de flooulación,

mientras que en otros se observaba algo de él.

Estos autores atribuyen a la diferencia de comportamiento

en el valor de floculaoión de los toxoides alterados,pos1blemente a
la cantidad variable del nuevo radical introducido en la molécula del

toxoide. Ellos trabajan con exceso de reactivo.



PARTE EXPERIMENTAL



C V1

A,- EEECTO DEL ISOCIANATO DE EENIID SOBRE TOXINA

DIFTERICA.

Para estudiar el efecto del ieocianato de fenilo sobre tc­

xina diftérica,utilizamoe toxina purificada,eobre la cual hicimosac­
tuar dosis variables del reactiVo a tiempo constante de agitación o va­

riando doeie y tiempo,manteniendo siempre temperatura y pH constante.

1.- Material

La toxina difterica usada por nosotros fué obtenida de un

medio de agua de carne,peptena,hidrolizado de caeeina y factores ao­

tivadoree de toxigéneeie,factores Iny 2 de MUELLER(21)de acuerdo a

lae indicaciones publicadas por SORDELLIy colaboradoree(22).

La purificacián se realizó en baee al procedimiento de

PAPPENHEnmum :

Tree litros de toxina diftárica de 48 Li/ml ae precipitan

con (NH4)2SO4al 1/3 de saturación. Se deja en el frio hasta el dia
eiguiente.Se filtra por papilla de papel de filtro para separar impu­

rezaa,qbteniendo un liquido que contiene 4o Lt/ml.e1 cual ee repreci­

pita con otro L/3 de (NH4)2804,deJándclo en el frio 24 horae:filtra­
ción por papilla y redieolución del precipitado en 300 ml de agua dee­

tilada,obteniéndoee una solución que contiene 300 Lf/hl.



Se repite el prooeeo anterior y el precipitado final se di­

suelve en 200 m1 de agua doetilada,dando una solución que contiene

25o Lf/hl. Se deja en frio hasta el dia siguiente;se filtra luego por

filtro Seitz y se coloca en dos bolsitas de papel de oelofán esterilea,

dializando 5 dias frente a una solución de HNaCO3al 1 o/oo(pH 7.8)
hasta ausencia de sales de amonio(conreactivo de Neseler). Filtra­

oián por filtro Seitz y conservación en cámarafria.(-2°C).
En 1a tabla Hal ne indican las caracteristicas de la to­

xina cruda y purificada.

TABLAN91.- Valores comparativos de 1a toxina cruda y purificada.

Toxina cruda Toxina purificada

Lf 48 por m1 180 por ml

L+ o.o3 m1 0.008 ml

d.m.m. 0.00033 m1 0.00008 ml

d.r.m. 0.0000002 m1 0.00000004 ml

Lr/3oo 0.00001 m1 0.oooc04 ml

N total 4,3 mg/ml 0,52 may/ml

N/I-f 0.088 me: 0.oo2 mg



11.- Método egperimental

lhmos buscado la dosis ds isocianato que produjera el máxi­

moefecto,investigando en la zona de Sofide pírdida de Lf,la correla­
ción de los demásvalores.

Egperdmento N01

Diluimos la toxina con solución buffer de fosfatos pu 7.8 y

solución tieiolágica,hasta tener el númerode Lt/ml que se requieren:

se mezclaron: 36.6 m1 de toxina

4o m1 de solucion buffer pH 7.8

143.4 m1de solución fisiológica

Cada ml de esta solución contiene 30 Lt/ml.

Se distribuysron 25 ml de esta solución de toxina en 10

Erlenmeyer de 150 ml de capacidad,agregándose a 9 de ellos,cantidades

variables de isocianato de fenilo,deJando uno comocontrol. Las dosis

de isooianato fueron añadidas empleandouna pipeta con divisiones al

milesimo(tipo pipeta de Kahn).

Todos los Erlenmeyer fueron colocados en un agitador,regu­

lado a unas cien oscilaciones por minuto,oon un desplazamiento de 10cm.

Esta operación se realiza en cámara fria entre 0° y 2°C,durante l hora.

Al cabo de este tiempo cada muestra se filtra por papel pa­

ra eliminar el producto insoluble formado,de difenilurea,determinando­
se los valores de las distintas soluciones.

En el cuadro N91 se indican las cantidades de isocianato de



cuadro N91.- Efecto de dosis crecientes de iaocianato de fenilo sobre
los valores característicos de la toxina diftérica.
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fenilo empleadas que osoilaron entre 0.003 y 0.03 ml correspondiendo a

una concentración de 0.012 a 0.12% respectivamente:además figuran loa
valores hallados.

Comopuede verse,la muestra control evidencia que la agita­

cián en las condiciones experimentales señaladas,no modifica práctica­

mente el valor de la toxina. En cambio,con 0.012 a 0.016%de isociana­

to se compruebauna pérdida de 7%para el valor de floculaoión,pasan­

do sl Kf de 5' a 6'30". Las pérdidas ee acentúan con mayores cantidades

de ieocianato hasta alcanzar 1a cifra de 56%para la concentración má­

xima de isooianato utilizada,esto es de 0.12%;simultáneamente el Kf se

alarga hasta triplicar su valor.
En loa demásvalores se aprecia una pérdida correlativa.

Si consideramosla relacion d.r.m/Lt,se observan caidas
bruscas de este valor en relación con determinadas dosis de reactivo.

Asi,para 0.016% de isocianato se obtiene un número de 38.000 el cual

pasa a 4.000 para concentraciones de 0.024 a 0.032%,1uego a 450-500

para concentraciones de 0.040-0.060%,para bajar bruscamente a 5 hasta

luego anularse.Ee decir,que con la dosis máximade isocianato empleada

se consigue un compuesto totalmente atóxico pero con un Sófi de pérdi­

da en su valor Lf.(Ver gráfico N91)

Exnerimento N02

En este ensayo se busca el efecto limite del isocianato.

Seis litros de toxina diftérica que contiene 45 Lt/ml,con

un Kf de 2'30',siendo el N total de 4,2mg/hl o sea 0,093 mg de N/If,
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se purifican por el métodoya descrito y se obtiene una toxina que

contiene 1,3 mg de N/ml o sea 0.0037 mg de N/Lf,con un valor de 350­

400 Lf/ml.

Diluimos la toxina en la forma siguiente:

25 m1 de toxina

40 m1 de solución buffer pH 7.8

185 m1de solucion fisiolágics

Cada ml de esta solución contiene 36 Lfl/ml.

Este ensayo que se realiza en las mismas condiciones que

el anterior,lo hacemoscon mayores dosis de isocianato.

En s1 cuadro N92 se expresan los valores hallados.

Las concentraciones de isocianato que varian de 0.024 a

Onagra N92.- Efecto de dosis credentss de isociansto de tenilo
sobre toxina diftérica,empleando dosis mayores de
reactivo que el ensayo del cuadro “91

MEZCLA Toxrrm ISOLIRNATO _ I .N° DILUIM l9/. .
4 25ml. 0.004, 0.024 30 2'30" 4a



a 0.053 hasta o.on%producen perdidas crecientes en valores de Lf de

16%, 44%hasta 100%respectivamente. Comoen el caperimento anterior,

se observa que en la zona del 507:;de pérdida del Lf el valor del Kf

se triplica.(Ver gráfico N92)

Esperimento N93

Conobjeto de precisar si para una mismaconcentración de

reactivo tiene influencia el tiempo de agitación,realizamos algunos

ensayos,variando concentracián de reactivo y tiempo,manteniendo el

pH y temperatura. í

A este efecto,realizamoe el ensayo que resumimosa conti­
nuación:

A dos series de tres muestras cada una,se añaden 0.01 y

0.03 m1 de isocianato respectivamente.Temperatura 1°C y BH7.8,obser­

vando para cada dosis el efecto de 1a agitación a 1a hora,a las 24 y

48 Inras. Se ha mantenido una muestra control para cada tiempo de a­

gitación.
En el cuadro N93 se observa que para la concentracián 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 aparezca un mayor efecto pro­

longando el tiempo de agitación;es de notar que el tiempo de agita­
ción no influye sobre el Kf.
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Cuadro 1193.- Efecto del tiempo de agitación de dosis variables de
isocianato de fenilo sobre toxina diftórica.

"l hora. JH ¡»01-35 "-IS’kofas

¿cum lsoccamto
cLi’uiid ml. 7° LF/ml KF/M.d..‘f.m/.ML LF/ML q/M'cum/M ¿Ig/M2 KF/m eL‘rfimÁl

¿534. 0.019cuoï 2.2, 6" 4.40“ ¿(o 8'50" '7onJ ¡(a ‘í'

0.030 042 O o 5.!0 o O «Tx/O

o o 28 5'5o"4uoï 18 550"4uo’ .28 5’30"
Coth l



CAP T III

B.- EFECTO DEL ISOCIANATO DE EENLLQ SOBRE EQZQLQE

DIFTERICO

A pesar de aer mal conocido el mecaniemo del proceso de

transformación de la toxina diftárica en anatoxina por 1a acción del

formol,noe ha parecido interesante hacer actuar el ieccianatc 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,preparamoa un toxoide a partir de toxina dif­

tárica purificada,ccmo se detalla a continuación.

1.- material

A SOm1 de toxina diftérica purificada ee le añaden 0.025 m1

de formaldehidc. Se deJa 15 dias en estufa a 37°C. Despaáp de este

tiempo,ee hace control de toxicidad,inyectando 0.1 ml intradármicamente

en la piel de un conejo y 2 m1 eubcutáneamente a un cobayo. Por obser­

varse en el conejo un eritema dudoso,ce prolonga la permanencia en ee­

tufa siete dias más. Se dializa 48 horas y ee filtra por Seita.

11.- método e;perimenta1.­

Se investiga la cantidad de ieocianato necesaria para pro­



ducir el 5b%de perdida de Lf,aei comoel efecto limite para un toxci­

de,ccmparativamente con la cantidad para producir el mismoefecto sobre

1a toxina que ha servido para obtener dicho toxcide.

(En vista de la escasa cantidad de reactivo de que disponiamos reali­

zamos algunos ensayos previos(Experimentcs Nfl1,2 y 3.)).

ggperimentc gol

Diluimcs el toxoide con solución buffer pH 7.8 y solucion

fisiclágica,hasta tener el númerode Lt/hl conveniente,comosigue:

18,3 m1 del toxoide

40 m1 de buffer pH 7.8

51,7 ml de solución fisiológica

Cada m1 de esta solucián contiene 24 LIVhl.

Se distribuyeron 25 m1 de esta mezcla en 4 Erlenmeyer de

100 m1 de capacidad,dejándclos media hora a 0°C. A 3 de ellos se les

añade cantidades variables de isccianato de fenilc,dejando el 49 cc­

mccontrol. Despues de 1 hora ds agitación,se filtra y se determinan

los valores ds Lf y xr de las distintas soluciones.
En el cuadro N94 se expresan los resultados.

Comose desprende de este cuadrc,1a dosis máxima de iso­

cianato utilizada,que en la toxina ya produce 50%de perdida en Lf,

determina en sl toxoide solo un 8%de pérdida;por lo tanto realiza­

mos un segundo ensayo con dosis mayores de isocianatc.



Cuadro N04.- Efecto de dosis variables de isocienato de fenilo sobre
toxoide diftérico.

ISochIxeto Lf/hl 'P¿?¿¿¿a
¿HLOQLAO WL .7.

29 iq

2V

¿2,

miami o o

ggperimento N92

El procedimiento es igual al del experimento n91,solo que
las cantidades de isocianato varian de 0.020ml a 0.040 ml.

En el cuadro N95 se expresan los resultados.

En estos dos ensayos,las dosis de isocianato empleadas no

¿redujeron pérdidas significativas a pesar de haber sobrepasado las

cantidades que en los ensayos con toxine,determinaban una destrucción

completa del valor Lf. En vista de ello,realizamos un tercer ensayo.



Cuadro N95.- Efecto de dosis crecientes de isocianato de fenilo sobre
toxoide diftárioo.

T°Ï°c°l° I°°°‘°“""° L IC PERDIDA. . “mi "mom.
“W m. "7° F/ É/ «29%

25ml. 0.0¿0 0.o: .u, ¿3’ 3

0,030 0.12 ¿e .u.’ 8

0,040 0.“. ¿L ¿3' g

(l O o 46, ü
control

Para la próxima experiencia,preparamos un toxoide purifica­

do por_precipitaci6n con ácido y cloruro de sodio(m5todo que será mo­

tivo de una pesterior publicación).
El procedimiento es como sigue:

En 4 frascos de centrífuga de 250 ml de capacidad,se colo­

cán 200 ml de toxoide diftérico(peptona Instituto) de 45 Li/m1;se le

agrega a cada uno 3,2 ml de 19504 al 205(3H 3.5) y 16 g de HaCl.

Se deja una hora a temperatura ambiente para que precipita el toxoi­

de y se centrifuga por 45'. Se decanta el liquido sobrenadante,dejan­
do escurrir sobre papel de filtro. A cada frasco se añade 10 ml de

solución buffer de fosfatos a pH7.6 para disolver el precipitado.

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



eliminar las impurezas de la cal. Se titula y obtenemos 220 LI/ml.

Se precipita con (NH4)2804al 1/3 de saturacián. Después de 24 horas
en frio,se centrifuga y separa el líquido.Se titula,dandc 120 LI/ml.
Dializamoepor papel de celofán ecterilizado. Se reprecipita el to­

¡oido con (NH4)2804al 1/3 de eaturacián dejándolo nuevamente 24 ho­

ras en frio. Se filtra por papel y la titulación da 45 Lt/ml. Fil­
tramce por Seitz,luegc se dializa por papel de celofán y ae Vuelve a

titular,hallando 24 Lf/hl. Se conserva en frio. El toxoide asi puri­

ficada contiene lU'de H/Lf.

Ezperimento N03

El toxcide lirt‘rico purificado,ee diluye con solución
buffer pll7.6 hasta tener 20 Lf/ml.

Se coloca 25 ml de esta solución en 4 Mrlenmeyer de 100 m1

de capacidad,agregándoee a 3 de ellos,0.03;0.04 y 0.06 ml de icocia­

nato reepectivamente.quedando el 49 comocontrol. Después de l hora

de agitación en frio,ce filtra y ee determinan Lt y Kf.

En el cuadro N96 ee expresan los resultados.

Comopuede obeervaree,para producir en el toxcide un 50%

de pérdida del valor Lf,ee necesario prácticamente duplicar la dosis
de reactivo usado para la toxina.



Cuadro H96.- Efecto de dosis crecientes de ieocianajo de fenilo sobre
tonoide liftérico

33:1:13”“: Lim kf/m. En?

25ml. 0,030 0.I¿ 40 «[q' 4:}.

QoVo 0.16 40 ¿0' 4;

0.0600.2.9 (o ha?) 5o

u;;hL o o 42 45' —

nn conocimiento de loe resultados anterioree,en lo que se

refiere a la cantidad de ieocianato necesaria para provocar una pér­

dida del Sofi del valor Lf en un toxoide,decidimoe una experiencia

última,en la cual determinamosel gasto de ieocianato para una toxi­

na y eu toxoide.

Egperimento N04

Conel toxoide obtenido de 1a toxina diftórica purificada

del experimento N92 realizamos este ensayo.

Diluimoe el toxoide,como siempre con buffer y solucion fi­

eiolágica bhaete conseguir un valor de 50 Lt/ml.

La experiencia se efectúa en las mismas condiciones que las

anteriores. En el cuadro N97 se expresan los resultados:



Cuadro N97.- Efecto de dosis crecientes de isooianato de fenilo sobretoxoide dirtérico

Ïïïïïï Í“? WM Kti/m ÏF’TÏ’Z,
¿ini oooq ao“, qq ¿[30" .4l

001€ aowa qq 3; 4¿

QOHIOJUJ wz 5' 4L

mo? Ole ¿q 8' 5o

umïhbl ° 0 5° 1’15"

Es evidente que este toxoide,aún teniendo en cuenta que

contiene un 38Mmás de If que la muestra de toxina reapectiva,gasta

comparativamente un gran exceso de isocianato para un mismo efecto,

¿ste consumoexcesivo de reactivo por el toxoide ha sido

comprobado aún en toxoide con bajo valor en Lf,como es el caso del

experimento L93.



CAPIIQLQ IX

c.- ERIFICACION DE LAS CARACTERISTICAS Al-ITIGENICAS

DE ¿.93 PRODUCTOS gmc gg SULTAN DE LA ACCION

DEL ISOCIANATODE mmm song 20x11”.

YANATgxgnmmm“.

Habiendo comprobado que una dosis adecuada de ieooianato,

determina una pérdida parcial del valor Lf del toxoide,intereaaba ave­

riguar si el compuesto toxoide-ieoeianato que conserva parte de eu

poder de combinación,mantiene su capacidad antigénica de producir an­

titoxina. Para ello,prooedimos a una serie de ensayos de inmunización

en cobayos,teniendo en cuenta la alternativa de que la capacidad anti­
gónica estuviese total o parcialmente en relación con las perdidas ob­

servadas en el poder de combinación.

En los diferentes ensayos oonaideramoe,para la preparación

de la doain de antigeno,el valor del compuestoen eu titulo actual y
en el del toxoide antee de ser tratado.

Los diferentes preparados fueron inoculadoe por via suben­

tánea a cobayoe de 300 g. de peso cada uno,en lote de lo animales.

Se administraron dos dosie de 5 Li/ml con un intervalo de veinte dias.

A los cuarenta dias de la primera inyección,se determinó el valor an­

titóxico del plasma obtenido de los diferentes lotes. De cada lote
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se obtuvo una mezcla homogéneade plasma,eztreyendo de cada cobayo,

dos m1 de sangre sobre 0.05 ml de citrato de sodio a1 20%,por pun­

ei6n de corazón. El plasma se separa por centrifugación.

El contenido en antitoxina de los diferentes lotes de plas­

ma fue determinado por el metodo de Roemer(via intradérmica en conejo).

Fueronutilizados los siguientes antígenos:

Antigeno ni 1.- Tozoide original;50 Lí/ml

Antifieno HO2.- Toxoide-ieocianato de fenilo(o.36%);valor
actual 24 LI/ml.La solución de 5 Li/ml fué

preparada comosi el toxoide tuviese el va­

lor original.
Antigeno N0 3.- Toxnide-ieocianato de fenilo(0.36%);la so­

lucion de 5 Lf/hl fue preparada de acuerdo
al valor actual.

Antigeno N94.- Toxotde-iaooianato de fenilo(o.16fi);valor

actual 42 Lf/hlala solución de 5 Lf/hl fue
preparada de acuerdo al valor actual.

Antigeno N9 5.- Toxina-ieooianeto de fen110(o.36%);valor

actual 0:1a eoluoián de 5 Lt/hl fué prepa­

rada de acuerdo al valor original de la to­

xina de 36 Lf/ml.

midiendo el valor antitáxioo entre 1/100 hasta 1 U.A. obte­
nemoa:

Antigeno l : Toxoide original : + de 1 U.A.

Antigenos 2;}¡4 x 5 : - de 1/100 U.A.



QUEEN CONCL S e

A pesar del reducido número 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 a1­
guna manera con la afinidad del isocianato por los amino grupos y ha­

ce necesario triplicar la dosis de este último reactivo,para conseguir
el mismoefecto que sobre la toxina.

Ello puede deberse o a una modificación estructural de la

molécula de la toxina,c a un bloqueo parcial de los grupos funciona­

les que reaccionan con el isocianatc.

Señalamos el hecho interesante de nc conseguir la producción

de antitoxina con un compuesto tcxcide-isccianato,que sin embargocon­

serva gran parte de su valor de combinación.

Es muyprobable que la introducción del nuevo grupo funcio­

nal confiera al toxoide una nueva especiticidad.

Investigaciones subsiguientes ampliarán estos interesantes
problemas.

De las experiencias rsalizadas,se desprenden las conclusio­
nes siguientes:

19.- El agregado de dosis crecientes de isccianatc de fenilo

a la toxina dift‘rica purificada,en las condicionesez­
perimentales descritas,provoca una pérdida progresiva



del valor de oombinacián,hasta anularlo.

La dosis de isocianato que determina aproximadamente

50%de pérdida de dicho valor,provoca una supresión

completa de 1a toxicidad y un aumento del tiempo de

flooulación,Kf,hastallegar a triplicar su cifra ini­
cial.

29.-Se necesita una mayor cantidad de isooianato para pro­

ducir 50%de pérdida del valor de combinación de un

toxoide comparativamente a su respectiva toxina.

3°.-Aún conservando s1 compuesto toxoide-isocianato el

fl de su valor de combinación,no hemos conseguido

poner en evidencia su capacidad de engendra: antite­
xina dirterica.

--------------- 0*¡,//
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