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Accion de las sales de diazonium sobre la
toxina difterica

Por 1. PIROSKY y E. A. FRIEDHEIM (¥)

La adicién de sales de diazonium g un filtrado de cultivo en
caldo de C. diphtherige determina la formacién de produectos colo-
reados. Hstos resultan de la combinacién de dichas sales con la
toxina y las proteinas inespecificas contenidas en el caldo.

La acecién que ejercen las sales de diazonium sobre la toxina
diftérica puede apreciarse por lag perturbaciones que experimentan
los signos que la caracterizan «in vivo » e «in vitro ».

Estas modificaciones estidn condicionadas por: A- la relacién
diazo compuesto/N del filtrado; B- el pH de la reaccidn.

Hemos analizado la influencia de estos factores sobre log si-
guientes signos de la toxina: D.r.m. (dosis reaetiva minima), L,
Lf y el valor antigénico (capacidad de inducir la formacién de an-
titoxinas especificas por inoculacién a los animales).

Lia toxina utilizada fué obtenida por cultivo de la cepa P.W. 8
en caldo-agua de carne-peptona; parcialmente purificada por pre-
cipitacién fraccionada por sulfato de amonio y dialisis, contenia 11,1
gamas de nitrogeno por Lf.

Las sales de diazonium (**) wutilizadas fueron aisladas al estado

(*) El Dr. FrIEDHEIM inici6 el estudio de este tema en Ginebra donde lo
abandonara por falta de resultados. En ocasién de su permanencia en este
Instituto, le propuse reiniciarlo considerando otros puntos de vista. — I. P,
Este trabajo ha sido comunicado a las « Reuniones del personal del Imstituto »,
el 22 de julio de 1941,

(**) METODO DE PREPARACION. — deido p-diazobencensulfénico. — Una solu-
cién al 12,5 ¢% de un mol de sulfanilato de sodio conteniendo 1,2 mol de nitrito
de sodio se mezela a 5°C agitando rédpidamente con 3,5 mol de Acido clorhi-
drico 3,5/N enfriado a 0°, El precipitado cristalino es separado por filtracién,
lavado con agua fria y recristalizado a 60°.

p-sulfamidodiazobencene. — Una solucidn al 20 ¢ de un mol de nitrito de go-
dio es agregado agitando rapidamente a una solucién al 12 9% de un mol de
sulfanilamida en dos mol de 4cido clorhidrico N/10. Lia mezcla en reaccidn
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s6lido, desprovistas de &cido nitroso. Se ha estudiado en particular

el efecto del &cido p-diazo bencensulfénico. Lios compuestos p-sul-

famida diazo bencene y p-nitro diazo bencene han sido examinados
brevemente.

Kl compuesto azo-toxina se obtuvo por mezcla de la solueién
al 1% de la sal de diazonivm y de la toxina. Ambos reactivos
han sido enfriados previamente a 0°-5°C. ILa toxina fué diluida
con cantidades apropiadas de buffer de fosfato (o bicarbonato de
sodio) a fin de evitar que el agregado de dosis crecientes de diazo
compuesto pudiera influir sobre el valor del pH asignado para el
experimento. La reaceién — ejecutada a menos de 5°C — se ma-
nifiesta por la formacién de un color rojo anaranjado y alcanza
el limite en el término de 1/2 a 12 horas en relacién con la can-
tidad de diazo compuesto afiadido.

A, — RELACION DIAZO COMPUESTO/N DEL FILTRADO

1. Efecto sobre la D.r.m.— Se determind la menor dilucién
de cada azotoxina, que por inyeccién de 0,1 ml por via intradérmi-
ca en el conejo, provocaba a las 48 horas la formacién de un eri-
tema. Tn cada conejo se titulé al mismo tiempo la d.r.m. de
la toxina original. (De la misma muestra se prepararon las diferen-
tes azotoxinas). La disminucién de la toxicidad se expresa por un
factor que resulta de la relacién siguiente:

d.r.m. ago-toxina Lf toxina

If azo-toxina ~ d.r.m. toxina

La toxicidad disminuye en relacién con la cantidad de diazo com-
puesto afladido a la toxina. A partir de una coneentracién 1til,
pequefios incrementos de diazo compuesto provocan grandes incre-
mentos en la detoxificacién. Un factor de detoxificacién del orden
6.10° es provocado por cuatro veces la cantidad de diazo que de-
termina un factor de 102 (Tabla I, grafico 1).

debe permanecer clara mientras se espera 10/, TFraceiones alicuotas de la diazo
solucién son neutralizadas con bicarbonato de sodio; el precipitado es separado
por filtracién, lavado conm un pequefio volumen de #Acido clorhidrico N/10 en-
friado y eon agua fria; finalmente, redisuelto en el volumen caleulado de Acido
clorhidrico N/10. La solueién es titulada con una solucién standard de sal-R
¥y ajustada o la concentraciéon de 1 %.

p-nitrodiazobencene, — El antidiazotato de sodio sélido fué preparado de
acuerdo a ScaMipT, B.27, 518, 1894, Se usa, previa filtracién, una solucién
al 19 en Acido clorhidrico N/10.
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Tapra I
Efecto de la concentracidn del diezo (p-diazobencensulfénico)
sobre la d.v.m. y Lf (pH: vecino a 7)

Toxi Diazo Buffer % & H Kt 1 Factor
No OBRA g | pE7a | PERL P fm detox
c.c. c.c. c.e.
1 30 0.784. 14;.2_ .028 7.3 1 26 < 10
2 .2 1.2 13.8 .04 1.5 » > >
3 » 1.65 13.3 055 7.11 1.5 » 10
4 » 2.24 12.8 078 1.5 » 92
5 » 3.3 117 A1 3 » 920
6 » 4.5 10.5 .15 7 6 24 4.300
7 » 5.4 9.6 18 8 » 8.800
8 > 6.3 8.7 21 15 22 78.000
9 » 7.5 7.5 .25 6.8 19 » 78.000
10 > 8.7 6.3 .29 7.4 > 60 18 640.000
< 120
11 » 9.9 5.1 .33 — 0
12 » —_ 15 — 7.1 1.5 28 1
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GrAFICO 1, — Efecto de la conceniracion del diezo sobre la d.r.m. y Lf,
segtn valores de la tabla I.
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2. Bfecto sobre el valor L..—81 valor L, del compuesto azoto-

xina ha sido estudiado de la manera siguiente: Se determind pre-

viamente el valor L, de la toxina misma. Luego se hicieron una serie
de mezclas compuestas cada una por wnae unidad antitdéxica y can-
tidades variadas de azotoxina. (Hstas cantidades oscilaron entre los
valores tebricos extremos de 16 a 1 I,); llevadas las mezclas a
un volumen dado, se incubaron durante Y% hora a 22°C, al término
de la cual se completaron los sistemas afiadiendo a cada mezela
el valor de 1/2 L, de la toxina original, prolongindose la incuba-
¢ién otra media hora. Se inyectd el total de cada mezela a cobayos
de 250 gramos por via subcutinea. HFueron observados durante
cuatro dias.

De esta manera se comprobd que la combinacién azotoxina-anti-
toxina estudiada por el método de ERLICEH se realiza, para una cier-
ta concentracién de diazo compuesto, dentro del orden de valores
expresado por el Lf. (Tabla II).

Tasra II

Efeclo de la conceniracion del diazo (p-diazobencensulfdnico)
sobre los walores L,y Lf.

.| Factor Lily | Lty
% diazo detoxif. Lt Kt /m obaarir, teéri;o Obsery.
d.r.m, :1.1078
Tox. original ...... — 1 14 7 |.042 | .042 | ninguna rec.
Azotoxina 1 ........ .24 >10¢ 1] —_— >.091 .06 »
2. 12 >10¢ 0 —_ >.091 .0475 »
F J RN .06 >108 0 — >.001 .0475 »
4. .03 108] 12 | 30 .06 | 0475
5 ..., 0275 10¢] 12 19 .05 | .0475
6........ 0250 103 12 14 .05 .0475
Toeeiiiin. .020 103 14 | 9 051 .0475
8. ... 015 102 14 9 051 .0475
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GRAFIOO 2. — Influencia de pH sobre Ia veaccién diazosulfanilico-toxina. '

3. Efecto sobre el walor Lf. — La concentracién del diazo com-
puesto influye sobre el valor Lf pero en grado mucho menor que
sobre la toxicidad. Para factores de detoxificacién de 4.300, 78.000
y 640.000 la pérdida en el valor Lf es de 0,7— 15y 30 %. En estas
condiciones el Kf (tiempo de floculacién en minutos) de los dife-
rentes valores Lf aumenta con un factor de 4, 10 y 60. (Tabla I,
grafico 1).

4. Efecto sobre el valor antigénico. — Hemos utilizado como an-
tigeno la solucién de azotoxina que comservando al méximo los
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valoves L, y Lf hubiese experimentado el mas alto grado de detoxi-
ficacién. Se inmunizaron por via subcutinea e intravenosa, lotes

de 15 cobayos, inoculdndose cada animal con dos dosis de 5 Lf a’

veinte dias de intervalo. Al término de eada época se procedid
a la sangria exploratriz. Se extrajo de eada cobayo, por puncién
de corazdén y sobre una adecuada eantidad de citrato de sodio, 2 em?
de sangre. En el plasma que resulta de la mezela homogénea de la
sangria de cada lote, se determiné por el método de RoEMMER con
un Lr/300 el titulo en unidades antitdxicas. Xn estas condiciones,
lotes inmunizados con la azotoxina N© 10, Tabla I, han demostrado
contener menos de 1/300 de unidad antitéxica por em3. =1 lote
control, inmunizado con toxoide diftérico «rutina», contenia 1/10
a 1 unidad antitéxica.

B. — InrFrLuENCIA DEL pH

La influencia del pH sobre el grado de combinacién del diazo
compuesto con la toxina ha sido examinado entre 6,8 y 8,2. Dentro
de estos limites, a mayor pH, es necesario una menor coucentra-
ciém del diazo para cbtener un mismo efecto (Grafico 2). A constante
de diazo, la influencia del pH es tanto menor cuanto mas pequeila la
concentracién del compuesto. Cuando el pH varia de 6,78 a 7,62 con
una concentracién de 0,175 % de diazo, (Tabla IIT) el factor de
detoxificacién varia de 1 a 10 (siendo de 1.000 en el punto inicial)
y a pesar de un valor Lf uniforme, su Kf aumenta con un factor
de 1 a 2,5. Cuando el factor de detoxificaciéon pasa a 30, el valor
Lf cae en un 18 % y el Kf aumenta con un factor de 7.

TaBra IIT

Influencia del pH @ diazo compuesto constante (p-diazobencensulfonico)
sobre d.r.m. y Lf.

Ne pH 1f Kf/m Fuetor detoxific.

1 6.78 22 7 1.000

2 7.10 » 6 »

3 7.32 » 6 »

4 7.48 » 12 5.000

5 7.62 » 17 10.000

6 8.17 18 65 30.000

7 8.60 —_ — —

8 8.90 — — —_

9 7.25 26 1, 1
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Los escasos ensayos realizados con p-nitro diazo bencene y p-sul-
fammida diazo bencene han demostrado que estos compuestos son
menos efectivos en la atenuacion de la toxina diftérica. (Tabla IV).

TaBLa IV

Aecion de p-sulfamidadiazobencene sobre d.r.m. y Lf

_ Diazo Buffer . Facter
Ne Toxina % diazo Lf. Kf/m .

1 9% ce |pH:7.5ecc. detoxif.
1 10 1.- 1 1 0 — 0
2 » 8 1.2 .08 10 360 500
3 > .5 1.5 .05 12 40 85
4 » 25 1.75 .025 14 9 10
5 » —_— 2 — 14 6 1

ResuMEN

Por agregado de dosis crecientes de un diazo compuesto es po-
sible reducir, hasta un cierto limite, la d.r.m. de una toxina, sin
alterar su capacidad de combinacién.

En el limite de la detoxificacién, se observa um punto critico,
en el eual un nuevo incremento de diazo compuesto anula brus-
camente todas las propiedades de la toxina.

Lia coneentracion de diazo compuesto que determina una relativa
detoxificaciéon sin alterar en mayor grado los valores L, y Lf, ha-
ce perder practicamente a la toxina su capacidad de inducir en los
animales inoculados la formacién de antitoxina.

El elevado porcentaje de proteinas inespecificas que contiene la
toxina utilizada, dificulta el estudio de la aceién de la sal de diazo-
nio sobre la toxina misma, dado que dicha sal no s6lo se combina
con grupos fendlicos (tirosina) e iminicos (histidina) sino que pue-
de dar también reacciones de copulacién con otros amino grupos de
la moléeula proteica.

Por esta razén, uno de nosotros (I.P.) prosigue estas investiga-
ciones con toxina diftérica obtenida en medios simplificados.

Agradecemos a la Dra. P1rosky, las criticas y la ayuda dispensa-
das durante la realizacién de este trabajo.




