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Accion del factor de difusion (factor R) sobre
la reaccion cutanea a ia tubercuiina

i

or PABLO NEGRORNI

Desde que Duran-Reynals descubriera en 1929 que el extracto

rata) aumenta la difusién del virus vaccinico y del estafilococo e¢n
P T 1s

la piel, se ha acumilado hasta el presente una copiosa bibliografia,
que no pretendemos analizar en detalle sino puntualizar las obser-
vaciones mas importantes, sobre este interesante fendémeno.

Los extractos acuosos de los testiculos de mamiferos contienen un
factor que aumenta espectacularmente la permeabilidad de los te-
jidos a los liguidos inyectados. Ksta propiedad se encuentra aso-
ciada al epitelio germinativo y se puede extraer, ese factor, de los
espermatozoides.

Chain y Duthie (1939) demostraron gue ese factor purificado
posee, ademés, una mnotable accién mucolitica. E! semen de los
mamiferos tiene por consiguiente la propiedad de disolver el tapon
mucoso que ocupa el cuello uterino y una accién difusora, circuns-
tancias que facilitan la fertilizacién del huevo.

Se ha demostra también la presencia de este factor en los extrac-
tos de log tumores malignos, en el veneno de serpiente, en el de
arafa y en la sanguijuela, asi como en los cultivos de estafilococo,
neumococos virunlentos y en el de las bacterias anaerobias de la
gangrena gaseosa (Clostridium welchiv, Cl. septique).

Se ha comprobado que este factor purificado, es una enzima hi-
drolizante de un mucopolisacarido, el acido hialurénico que se en-
cuentra en la piel, el humor vitreo, la coérnea, el corddén umbilical
y el liguido sinovial. Que es un antigeno y capaz de producir un
anticuerpo que lo neutraliza. Que toda preparacién que contiene
esta enzima, es también un factor difusor, aunque sobre este punto
no estan de acuerdo todos los autores.

Se idearon métodos precisos para medir la actividad de este fac-
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tor mediante su accién enzimatica sobre el humor vitreo o, mejor,
sobre la mucoproteina purificada del cordén wumbilical, producien-
do, en pocos minutos, un descenso marcado de su viscosidad y l-
beracién de substancias reductoras (n-acetilhexosamina). También
se han empleado métodos menos precisos, pero mas pricticos, me-
diante ia inoculacién intradérmica en la piel del conejo simulta-
neamente con una substancia indicadora (tinta china, azul de me-
tileno, azul Tripan o, mejor, nna soluecidn isoténica de hemoglobina).

A establecer estos conoccimientos han contribuido entre otros,
Duran-Reynals y ¢us colaboradores, McClean y sus colaboradores,

Claude, Favilli, Medinaveitia y colaboradores, Meyer y colabora-
dores.

Hste factor es designado, particularmente por log autores italia-
nog, como « factor B> y, por log de habla inglesa, como factor di-
fusor « difusing » o « spreading factor ».

Reiss, H. (1930) habia observado que las inyecciones de extracto
de testiculo tenian la propiedad de aumentar el area de reaccidén
cutdnea a diversos alergenos en las personas sensibles y que en las
que habian recibido, en cambio, extracto de glandula tiroides, ia
reaceién cutidnea era méas elevada. Las inyecciones de extractos fue-
ron efectuadas (tal vez por via subcutanea) antes de las pruebas
cutdneas v en sitios alejados de lag mismas.

MeClean, en 1931, habia demostrado gue la accién difusora del
factor B tenia igualmente lugar en los colgajos de piel, aislados,
por consigniente, de toda conexién nerviosa o vascular.

Favilli (1932) logré demostrar, experimentalmente, que el ex-
to de testiculo de rata aumenta la permeabilidad para el agua,
del huevo no fecundade de Abracia punctulaetc y que disminuye
la resistencia globular «in vitro».

Cassuto, N. (1933) observd que inyectando extracto testicular eum
la dermis del conejo y, provocando, més tarde, alli, el fendémeno
de Sanarelli-Shwartzman, éste no se producia o aparecia muy débil-
mente. Si, en cambio, el territorio entaneo se prepara previamente
con auntivirus Besredka, caldo o una solucién de uretano, que redu-
cen la permeabilidad de los tejidos, el fenémeno de S. 3. se produce
reforzade, en contraposicion al territorio cutdneo no preparado del
mismo conejo.

Bier, 0. G. (1933) obtuvo resultados opuestos a los precedentes
con el extracto testicular, notando que el fenémeno de S-S. no sola-
mente se acentia, sino que aparece mMAas precozmente.

Doerfles, A. B. (1935) observé que el fenémeno de Koch se ace-
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lera en el cobayo tuberculoso por la accién del factor R y que, éste,
inoculade simultaneamente o antes del antigeno, tiene accién inhi-
bidora sobre el fendmeno de Arthus y la reaccién cutinea a la
tuberculina.

Ticeco, S.(1936) v Manganottl, &.(1938) hicieron comprobaciones
semejantes. Caporale, &. (1939) inoculando bacilo tuberculoso avia-
rio del conejo, perro y gallina noté uwna mayor difusién por las
viag linféticas bajo Ia imfluencia del factor R, asl como también,

;
1

la ausencia del chancro de inoculacidén (complejo primaric decapi--

tado).

NUESTRAS EXPERIENCIAS

Por las observaciones expuestas parece establecido que el extracto
testicular produce una difusién inmediata del liguide inyectado,
como si una gota de agua cayera sobre un papel secante (Caporale,
1439). De ahi que, la mayoria de los autores, inyectando el factor
E antes o simultineamente con los microbios o antigenos observaran
un debilitamiento o inhibicién de los fendémenos cutineos anafilie-
ticos, alérgicos o de inmunidad. Por otra parte las experiencias de
Favilli, confirmadas por otros investigadores demuestran que el
estracto testicular aumenta la permeabilidad celular.

En un trabajo anterior expresamos la creencia de que la alergia
cutanea, tipo tuberculina, es una reaccién antigeno anticuerpo gue

J

o s N g > . At . 14 R
tiene lugar, por lo mencs en su primera fase, dentro de las célula

o

v nos planteamos, por consiguiente, la hipétesis que si encontrira-
mos un elemento que aumentara la permeabilidad celular, la reac-
cidén cutdnea tipo tuberculina apareceria méas precozmente. Con este
objeto inoculamos intradérmicamente a Cavias tuberculosos, extracto
testicular, una o varias horas después, v en el mismo sitio, donde
se habla inoculado antes la tubereulina. Como se verd por los pro-
tocolos que exponemos a continuacién hemos confirmado, plenamen-
te, nuestra hipétesis. Lia inyeccién simultanea de tuberculina y de
extracto testicular impide por su accién difusora, como los auntores
lo han demostrado, que este entigeno se fije, penetre en las células

v revele la reactividad cutanea.

ProrocoLros

Primera serie de experiencias efectuadas el 13 de Mayo de 1943
sobre 4 Cavias tuberculosos (ntmeros 538, 543, 544 y 461) inocu-
lados dos meses antes por via intramuscular con 0,1 de mg de un
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cultivo de Mycobacteriwm tubercuiosis virulento, de origen humano.
Esta es la cepa empleada en todas las experiencias y a la cual no
haremos mas alusién.

El extracto testicular fué obtenido mediante una cuidadosa tri-
turacidén con alundum, en un mortero estéril, de testiculos de rata
recientemente extraidos acépticamente, desprovistos de su vaginal y
acicionados del mismo volumen de liquido de Ringer. Centrifuga-
mos media hora a 5.000 revol. p. m. y utilizamos el liquido sobre-

nadante.

“Cortamos el pelo al ras, con maquina eléetrica, en ambos flancos
de los Cavias e inoculamos, en uno, cuatro diluciones diferentes de
tuberculina bruta al 1/1.000, 1/2.000, 1/4.000 y 1/8.000 y en el flan-
co opuesto, v a la misma altura, una mezcle extempordnea del extrac-
to testicular v de tuberculing, en voltimenes 1gnales y en forma fal
gue resultaran los mismos titulos de las diluciones de tuberculina.
Para la mayor correccion de las lecturas hemos tenido cuidado de
inocular a la misma altura de la piel, a cada lado de la columna
vertebral, la misma dilucién de tuberculina, una con extracto testicu-
lar v otra sin élL

La inoculacién de la mezela de extracto testicular - tuberculina
en la dermis se borra inmediatamente, sin producir la papula ané-
mica por la acumulacién de liguido como se observa en el lado
opuesto, testigo. Ademis da lugar instantaneamente a la formacién
de una mancha eritematosa, congestiva, por dilatacién de los capi-
lares.

Resultados de las lecturas a las 24 y 48 hs: las intradermoreaccio-
nes con tuberculina fueron francamente positivas en todos los Ca-
vias, orviginando una reaceidn eritematopapulosa de 1 a 1,5 em de
didmetro.

Lia inoculacién de testiculo de rata no produjo reaccién demorada
alguna.

Las inoculaciones de las mezclas, testiculo de rata con tuberculina,
dejaron un pequeflo eritema sin infiltracién alguna.

Los cobayos tuberculosos 916 y 983 inocculados en la misma for-
ma, pero empleando la fraccién proteica purificada (P.P.D.), gen-
tilmente suministrada por el Dr. Sordelli, dilnida al 1/2.000, 1/4.000,
1/8.000 y 1/16.000, di6 el mismo resultado que en la serie precedente.

Cobayos tuberculosos N° 948 v Ne 959 inoculados por via intra-
dérmica con diferentes diluciones de P.P.D. en ambos flancos y,
una hora después, remmoculados en uno de los flancos, en el mismo
sitio donde habian recibido las inyecciones de P.P.D. con 0,2 ml
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de extracto de testiculo de rata. En otro punto alejado, se inoculd
este altimo producto Gnicamente.

Lia lectura efectuada dos horas después arrojé reacciones positi-
vas en las zonas reinoculadas y negativas en las restantes, pero los
resultados fueron sensiblemente equivalentes en las lecturas efectua-
das a las 24 y 48 hs.

Cobayos n°® 917 y n® 914 tuberculosos inoculados en la misma for-
ma que los anteriores, pero reinoculados con extracto testicular dos
horas después. La lectura de las reacciones di6, sensiblemente, el
mismo resultado que en el caso anterior.

Cobayos tuberculosos numeros 910, 893 y 896, inoculados con
P.P.D. en la misma forma que los anteriores, con las tres dilucio-
nes mas fuertes y reinoculados con extracto testieular 3,30 horas des-

1és ¢

Lectura a las 15 horas de la reinoculaci6bn: flanco derecho reac-
ciim eon P. P. D. al 1/8.000 casi nula, al 1/4.000 + y al 1/2.000 4.
Flanco izquierdo: las mismas diluciones reinoculadas con factor E:
+a++ ++2+++ vy +++ 2 4+

I flance

w

3
CON NeCcrosis en un cavia.

Lectura a las 24 horas: las reacciones tienen, sensiblemente, el
mismo aspecto y extension en ambos lados, salvo en un cavia donde
persiste el centro necrético de las reacciones en el flanco izquierdo.

Cavias ntmeros 32 y 186, tuberculosos, de dos meses de evolueidn,
moculados en la misma forma que los anteriores, pero rewmoculados
en el flanco rzquierdo con extracto testicular, 4 horas después.

Lectura de los resultados 19,30 horas mas tarde: La reinocula-
cién del extracto testicular refuerza marcadamente las reacciones a
la tuberculina purificada.

Lectura a las 48 horas: Las reacciones tienen, sensiblemente, ¢l
mismo aspecto y extensién en ambos flancos.

Junio 2 de 1943. Cavias tuberculosos ntmeros 160, 174, 194, 808
y 888, inoculados con la misma técnica empleada en las experien-
clas anteriores y reinoculados 5,30 horas después en el flanco iz-
quierdo con extracto testicular. La lectura de los resultados: 20
horas méas tarde. A excepcién del cavia 174, que presentaba reac-
ciones aproximadamente de ignal intensidad y extensién en am-
bos flancos, en los restantes, las reacciones en el lado izquierdo eran
+ o -+ més intensas que en el lado opuesto.

El sitio inoculado con extracto testicular solamente, que origind
en el acto una mancha roja congestiva, no presentaba a las 20 horas

vestigio alguno de reaccidn.
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Cavias nimeros 980 y 794 con tuberculosis de dos meses de evo-
lueibn fueron inoculados con P.P.D. y remmoculados 8 horas mds
tarde en el flanco izquierdo con extracto de testiculo de rata.

La lectura efectuada 20 horas después, acusé un refuerzo mani-
fiesto de lag reacciones en el flanco izquierdo. Kstos resultados ten-

31T 1 /1 9
al cabo dc 48 horas.

dieron, en cambio, a equilibrarse a

Cavias tuberculosos de § meses de evolueién ntmeros 804, 823 y
895 inoculados en la misma forma gque los anteriores y reinoculados
15 horas después con extracto testiculor.

La lectura efectuada 24 horas después reveld la existencia de reac-
ciones algo més acentuadas en los sitios reinoculados de dos cavias,
¢ iguales, en el restante. La lectura a las 48 horas acusd reacciones
de una intensidad, aproximadamente equivalente, en ambos flancos.
Como en los casos anteriores la inoculacién de extracto testicular

P ann et A A
dujo reaccidn demorad

EXPERIENCIAS CON « FACTOR DIFUSOR » PURIFICADO

Hemos utilizado en esta serie de experiencias el testiculo fresee
o el desecado y pulverizado, de toro, y el método de purificacién
de Medinaveitia, J. (1941) que eombina la purificacién mediante la
precipitacién del factor R con sulfato de amonio a 70 % de satu-
racién, con la del acetato biasico de plomo en la forma siguiente:
Se pesan 100 gr de testiculo seco y pulverizado (6 670 gr de tes-
ticulos fresco desprovisto de la vaginal y triturado) se mezelan cui-
dadosamente en un mortero con 200 gr de arena fina v se le agrega,
en cineo veces, 500 ml de una solucion M/10 de Acido acético. Se
filtra por papel y se lleva a pH 3,7, si fuera necesario; se le agregs
entonces sulfato de amonio a 27 % de saturacién. Se separa pov
filtracién el precipitado inactive y, al liguido filtrado, se le agrega
c.s. de una solucidén saturada de sulfato de amonio para llevarlo a
70 % de saturacién. El precipitado contiene la mayor parte del fac-
tor R (mucinasa), se lo separa por centrifugacidén, se lo disuelve
en unos 40 ml de agua destilada y se lo dialisa en bolsa de celofin
durante 24 horas, en agua corriente. Este liguido dializado se lo
concentra en el vacio a 37° al 1/10 de su volumen y luego se lo
congela y evapora a sequedad, estando congelado.

Se pesan 2 gr de este polvo (mucinasa purificada) y se lo disuel-
ve en 50 ml de agua destilada, se le adiciona 20 ml de una solueién
acuosa al 10 % de acetato neutro de plomo, se lleva al pH 7,37 con
una solueién 2/N de amoniaco y se descarta, por filtracién, el pre-
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cipitado formado. X1 liquido se lleva, ahora, a pH. 8,55 agregando-
le la cantidad necesaria de la solucién de amoniaco. Se recoge el
precipitado, se lo disuelve en una solucién M/10 de 4eido acético
{unos 10 ml) y se lo dializa en bolsa de celofin, en agua corriente,
durante 18 horas. Se centrifuga y el liguide sobrenadante es coi
gelado v desecado, e este estado.

Comprobamos la bondad de la muecinasa, asi purificada, por el
método de Bacharach y colaboradores (1940), utilizande conejus
blancos albinos de unos dos kilos de peso e inoculandoles, intradér-
micamente, 0,1 ml de diferentes diluciones de la mucinasa a-icio-
nada de 0,2 ml de una solucidn isoténica de hemoglobina, prepa-
rada de la siguiente manera: Se lava repetidas veces, con solucién
fisiolégica, 10 ml de sangre defibrinada de carnero y, finalmente,
se le agrega al sedimento cantidad suficiente de agua bidestilada

para completar el volumen de 10 ml. El examen miciroseépico de
la sangre, asi lacada, debe revelar la ausencia de hematies.
La lectura se efectiia a los 20 minutos v el drea de difusién, me-

dida con compas, se calecula como si1 fuera una elipse, por la férmu-

b

.. wikd . .
la siguiente: ———— , siendo D el eje mayor v d el menor. Lia lec-

tura se facilita untando con vaselina liguida la zona inyectada (Mo
Clean y Hale).

ProTocoros

Cavia tuberculoso n? 83 inoculado el 23 de julio de 1943, en un
flance, con las diversas diluciones de P. P.D. mencionadas més arri-
ba v, en el opueste, con las mismas adicionadas (inoculacion simul-
tanea) de la macinase al 1/200.

La lectura a las 24 horas permiti6 comprobar que la mucinasa
inoculada simultdneamente a la tuberculina inhibe la reaccién cu-
tAnea a este antigeno.

Cavias 983 y 66 inoculados en ambos flancos con tres diluciones
diferentes de P. P.D. y reinoculados en el flanco izquierdo 3 horas
después, con una solucidn al 1/200 de la mucinasa, 4 horas mas tar-
de las reacciones eran francamente positivas a la tuberculina en ¢l
flanco izquierdo y negativas en el lado opuesto. La diferencia per-
gpistid a las 24 horas en el cavia n® 66 y desaparecié en el n® 983
(J). A las 48 horas las reacciones eran, sensiblemente, iguales en
extension e intensidad en ambos flancos.

Cavias tuberculosos numeros 40, 194 y 823, inoculados en la mis-
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ma forma que los anteriores, pero rewmoculados 5,30 horas mds tarde
con 0,2 ml de una solucidon al 1/200 de mucinasa.

La lectura efectuada 4 horas méas tarde acusd reacclones positivas
+, ++ v +++ en el flanco izquierdo, en tanto que eran negativas
en el lado opuesto y en el sitio inoculado con la mucinasa Gnica-
mente.

Lectura a las 20 horas: 4rea con P.P.D. al 1/8.000, reinoculada
con mucinasa 122 % de aumento en relacién a la del lado opuesto,
la reaccién con 1/4.000: 43 % de aumenta y la correspondiente a
la dilucién al 1/2.000: 69 % de aumento.

Estos datos corresponden al cavia n® 40, en el cual las reacciones
se equilibraron a las 48 horas.

En el cavia n® 194 los resultados a las 20 horas fueron 50 % de
aumento, 29 % v 58 % respectivamente. A lag 48 horas, persistia,
atin, una pequefia diferencia de las reacciones a favor del lado iz-
quierdo, reinoculado.

En el cavia n® 823 ocurrié un fenbébmeno curioso, todas las reac-
ciones eramn, en el momento de la reinoculacién, mas acentuadas
en el flanco izquierdo que en el derecho. La reinoculacién con la
muecinasa modificé el resultado, igualandolo, en la lectura efectuada

a las 20 horas.
CONCLUSIONES

El extracto acuoso de testiculo de rata inoculado simultineamente
con la tuberculina bruta o purificada (P.P.D.), diluida, en la
dermis de los cavias tuberculosos, debilita o inhibe la reaccién alér-
gica cutdnea. Hsta inyecciébn no origina una papula anémica por
la acumulacién del liquido, sino que se extiende, espectacularmente,
como una gota de agua que cayera sobre el papel secante (Capo-
rale), produciendo una mancha congestiva.

El extracto acuoso de testiculo de rata inoculado intradérmica-
mente 1 6 2 horas después de la tuberculina diluida y en el mismo
sitio, no modifica o sbélo refuerza en pequefo grado, la reaccién
alérgica cutanea. Las zonas reinoculadas 3,30 a 8 horas después
mostraron, en cambio, un franco aumento en la extensién e inten-
sidad de las reacciones, leidas a las 15 6 20 horas. Estos resultados
tienden a equilibrarse en el curso de las 24 horas subsiguientes.

Las experiencias efectuadas con la mucinasa purificada extraida
del testiculo de toro, condujeron a los mismos resultados, propor-
cionando un aumento del Area de la reaccidon desde el 29 % hasta
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el 122 % cuando se la inoculd 5.30 horas después de la tuberculina
en las lecturas efectuadas a las 20 horas (la reaccién aparece pre-
cozmente y alcanza antes, su « acmé »).

Por el resultado de estas experiencias creemos que la mucinasa
es un factor difusor sobre vias preestablecidas, pero que inoculada
en un tejido modificado (reaccion inflamatoria apenas visible »
microscdpica) aumenta la permeabilidad celular y acelera la apa-
riciébn de las reacciones alérgicas cuténeas, tipo tuberculina.

Estas observaciones afianzan nuestra creencia de que las reaccio-
nes alérgicas cutdneas, demoradas, se deben al contacto antigeno
anticuerpo dentro de las células sensibles, por lo menos en la pri-
mera fase.

Agradezeo al profesor Dr. A. Sordelli, quien ha tenido la genti-
leza de suministrarme la tuberculina purificada y al sefior A. Acu-
fia por haberme facilitado los cavias tuberculosos.

L’extrait t ifférentes diln-

(PPD) injecté dans le derme
des cobayes tuberculeux, produit, un affaiblissement ou 1’'inhibition
de la réaction allergique cutanée.

I’extrait testiculaire (facteur R) inoculé 1 & 2 heures apreés lin-
Jection intradermique de tuberculine, et dans le méme endroit, aung-
mente trés peu ou pas du tout la réaction cutanée; tandis que les
réinoculation effectuées 3,30 & 8 heures plus tard ont produit une
frappante augmentation, en extension et intensité, des réaction cu-
tanées, 4 & 20 heures aprés. Les réactions des zones reinoculées et
celles du ¢6té opposé, non reinoculées, ont tendance a s’égaler au
cours de 24 & 48 heures.

Les expériences effectuées avec la mucinase purifiée des testicu-
les de tanrean ont donné les mémes résultats, produisant une aug-
mentation de 29 % a 122 % de 1’aire de réaction, 20 heures aprés
les reinoculations faites 5,30 heures plus tard que celles de tuber-
culine (la réaction tuberculinique apparalt précocement et atteint
plus t6t son acmé).

Les résultat de ces experiences affirme notre croyance que le
facteur R augmene dans certaines circonstances la perméabilité ce-
lulaire et que les réactions allergiques du type tureculinique se pro-
duisent, au moins dans la premiére étape, par le contact antigéne-

anticorps & l’interieur des cellules sensibles.
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SUMMARY

The aqueous extract of rat’s testicles mixed with differents dilu-
tions of crude or purified tuberculin (P.P.D.) and inoculated in
the cuiis of tuberculous guinea-pigs inhibitis or reduces the cuta-
neous ailergic reaction

The cutaneous reaction is little or not modified by the inocula-
tion of the diffusing factor 1 or 2 hours later in the same place
where the fuberculin was injected. But if the reinoculations are
perfomed 3,30 to 8 hours later, a noticeable enhancement in exten-
sion and intensity of tuberculin reactions takes place after 4 to 20
hours. The tuberculin reaction appear and reaches its «acmé’
earlier.

The cutaneous reactions of the reinoculated zones and those of
the opposite side not reinoculated show a tendency to be equal at
the end of 24 to 48 hours.

We have obtained the same results with the purified mucinase
from bull testicle (29 % to 122 7% enhancement of the reaction
zZone .

These results seems to confirm our belief that the diffusing fac-
tor from testicles enhances, under certain conditions, the cell per-
meability and that the delayed type of cutaneous allergic reactions
are produced, at least during its first stage, within the sensitive
cells, by the contact antigen-antibody.
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