60 Vol. XII, N 1

Estudios sobre difteria IX

La produccién de antitoxina diftérica y la via de
inmunizacion

Por 1. GVIRTZMAN

Es un hecho bien conocido gue la produccidén de anticuerpos
por inmunizacién artificial estd regida de manera muy principal
por la via de introduccién del antigeno.

En el curso del estudio de este asunto, se exploraron diversos
caminos con varios antigenos con resultados inciertos; sin embargo,
los obtenidos de un grupo de experimentos han sido suficientemente
interesantes para justificar su publicacién, lo que se hace en esta
nota breve (¥*).

Esta investigacién trata de la diferente producecién de antitoxina
diftérica en el cobayo y en el conejo cuande se usan diferentes
vias de introduccién del antigeno, cuando se le emplea como pri-
niero y como segundo estimulo. Se ha utilizado el toxoide purifi-
cado que se emplea en la vacunacién antidiftérica y el mismo
tozoide activado por la adicibn de Al (OH)s que constituye la
vacuna anlidiftérica. La cantidad inyectada, la via y los resul-
tados estdn expuestos en cada experimento. Las téenicas y métodos
empleados son los corrientes wusados en todo laboratorio de modo
gque se omite su mencién y descripeién. En cuanto al antigeno es
el utilizado en el Instituto Bacterioldgico y su preparacién es la
descripta por Sordelli y colaboradores en esta misma revista.

(*) Este trabajo, realizado en los laboratorios de la Direccién del Instituto
Bacteriolggico (Seccién Terapia Experimental), debia constituir la base de la
tesis doctoral de la Srta. I. Gvirtzman, que su muerte prematura le impidié ter-
minar. La simple exposicién de los hechos constituye la mejor prueba de su ca-
pacidad de investigador. Su publicacién es un homenaje sencillo de respeto y
afecto de sus compafieros de trabajo. — A, SoRDELLL

Entregado para publicarse en diciembre de 1942,
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1°* EXPERIMENTO. — De manera semejante a la utilizada por mu-
chos autores, especialmente por colegas del Instituto de cuya ex-
periencia se tuvo conocimiento, se realizaron los emsayos que se
exponen mas abajo inyectando el antigeno en uno o varios lugares.

Amiigenos: Toxoide nativo, toxoide purificado y toxoide purifi-
c¢ado con Al (OH)j;.

Dosts: 5 Lf, 15 Lf, 30 L.E (Vol. 0,5 cin®).

Estimulos: 1 solo.

Amvmales : Cobayos de 300 grs (10 por cada serie).

Via: Subcutinea: ¢) en 1 lugar (0,5 cm®); b) en 5 lugares (0,1
em® en cada lugar).

Sangria de prueba: A los 30 dias de la inyeccidn.

REesuLTaDOS
5 Lf 15 Lf 30 Lf
Toxoide _
1 lugar | 51lugares | 1 lugar |5 lugares| 1 lugar [ 5 lugares
Nativo .. ............... 1/5 1/50 1/20 1/20 1/10 1/160
Purificado ... ... ... .. 1/20 | 1720 | 1720 | 1/10 | /5 | 1/10
Purificado + Al (OH)s .. 1 1 2 4 3 4

Estos resultados revelan que el poder antigénico del primer esti-
mulo no aumenta de manera muy evidente con la dosis, aunque se
nota una tendencia a crecer, sobre todo con los antigenos purifica-
dos. El toxoide precipitado por acido es por lo menos tan buen
antigeno como el toxoide nativo del cual proviene; la adicién de
altimina aumenta, como es sabido, la actividad antigénica y ésta
crece con la dosis utilizada. Pareceria que la distribuciém de es-
te antigeno en varios lugares le da una actividad antigénica ape-
nas mayor. ‘

La participacién de un mayor ntumero de zonas del tejido celular
subcutaneo en la produccién de antitoxina, que fué el objeto prin
cipal de este experimento, no influye de manera evidente en ese
fenémeno; se confirma asi la experiencia recogida por otros au-
tores en el Instituto Bacterioldgico.
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2! EXPERIMENTO. — Hste y varios de los siguientes han tenido por
principal o tinico objeto averiguar la influencia de la via de in-
troduccién del primero y del segundo estimulo sobre la produccién
de antitoxina que es la finalidad principal de este trabajo.

Antigenos: Toxoide purificado, toxcide purificado 4 Al (OH)s.

Dosts: 10 Lf, en 0,1 cm?®.

Bstimulo: 1 solo.

Vias: Intradérmica, muscular, peritoneal, pleural, cerebral, veno-
sa y subcutanea. .

Sangria de prueba: A los 30 dias de la inyeccién.

Namero de amimales por cade grupo: 10 cobayos de 300 grs.

Vias
1. -t L ito- { "
Antigeno 1. dérmica ctﬁz: I:;;O 1. plearal |I. cerebrall I. venosa S;;‘:‘Ce;
Toxoide purifi-
cado ........ 1/300 1/50 1/20 /10 1/10 1/100 1/20
Toxoide purifi-
cado Al (OH);. . 2 2 2 2 2 1/100 3

El hecho saliente que pone de manifiesto este experimento es la
pequefia produceién de antitoxina por via venosa con un solo esti-
mulo, hecho por demés conocido. Podria decirse lo mismo de la via
intradérmica, para el antigeno purificado, pero por tratarse de un
golo experimento nada debe afirmarse, pues la literatura conocida
no sirve de antecedente.

3¢ EXPERIMENTO. —

Aniigeno : Toxoide purificado.

Dosis: primer estimulo 10 Lf y segundo estimulo 10 Lf en 0,1 em?.

Estimalo: 12 estimulo y a los 30 dias 2° estimulo.

Vias: 1. Dérmica, I. muscular, I. peritoneal, I. pleural, I. cere-
bral, I. venosa, Subcutinea.

Sangrias de priebas: A los 30 dias del primer estimulo y a los
12 dias del segundo.

Nameros de animales de cade grupo: 10 cobayos de 300 grs.
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.
Vias (%)
I dérmi I, mus- | I, perito- , o - Subuu-
. dérmiea, N . bleural |1, cere 1. ve 2
© 2 cular neal pleu cerebra venos tdnea

(1) Valor des-
pués del pri- | 1/10 | 1/50 | 1/4 /5 /5 | 1/300 | 1/50
mer estimulo.

(2) Valor des-

pues del se-

gundo estimu- 7 7 80 40 70 7 15
lo.
Relacion (2)/(1) 70 350 320 200 | 350 2.100 750

Es evidente que el grupo de animales inyectados por las vias
serosas dan un mayor valor tanto en el primero como en el segundo
estimulo.

Si se consideran los valores de 40, 70 y 80 unidades obtenidos
por sélo dos ihyeceiones en el cobayo, no se puede menos de sentir
sorpresa por lo elevado de los valores. El incremento de la anti-
toxina del primerc al segundo estimulo es relativamente uniforme
para todas las vias, con excepeién de la intradérmica que es més

baja, y para la venosa que es més alta.

4¢ XPERTMENTO. — Con este experimento se ha tratado de conocer
la influencia de s6lo dos vias de inyeccién subeutinea y peritoneal
utilizados come primero y como segundo estimulo. Asimismo, se ha
investigado la influencia de la inyeccidn del segundo estimulo por
la via subeutdnea en ¢l mismo y en diferente lugar de donde fué
aplicado el primer estimulo,

Anligeno . Toxoide purificado.

Dosis: Primer estimulo 10 Lf, y segundo estimulo 10 Lf en
0,1 em?.

Estimulo . Primer estimulo y a los 30 dias segundo estimulo.

Vias: Subcutdnea y peritoneal.

(*) La misma, via es usada en los dos estimulos en cada grupo es decir, los in-
yectados por via venosa y re-inyectados por via venosa, los de peritoneo en peri-
toneo, etc.
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Sangria de prueba: A los 30 dias del primer estimulo y a los 12
del segundo.
Nimero de animales de cada grupo: 10 cobayos de 300 grs.

Valor después Valor después
Primer estimulo del Sezundo estimulo del segundo Incremento
primer estimulo estimulo
Subcutdneo .. .. 1/300 Sub, mismo lugar
del primer estimulo 5 1.500
Subcuténeo .. .. 1/300 Sub. en distinto lu-
gar del primer esti- 5 1.5G0
nulo.
Subcutineo ... . 1/300 Intraperitoneal 7 2.100
Intraperitoneal . 1/5 Subcutdneo 20 400
Intraperitoneal . 1/i0 Intraperitoneal 50 560

1 uso de dos vias distintas para la aplicacién del primero y del
segunde estimulo da resultados muy diferentes segtn el orden en
que se emplean, como lo prueba la inyeccién subcutinea seguida de
una peritoneal que da el valor de 7 unidades en el suero, mientras
la via peritoneal seguida de la subcutidnea da 80 unidades. Hste
hecho importante fué investigado de manera més completa en el
experimento siguiente:

5° EXPERIMENTO. — Se inoculan 6 lotes de 60 cobayos por distintas
vias y luego a cada uno de esos lotes se lo divide en 6 grupos de
10 cobayos que son inoculados cada uno por una via distinta, cons-
tituyéndose asi 36 grupos finales de 10 cobayos cada uno.

Antigeno: Toxoide purificado.

Dosts: Primer estimulo 10 Lf; segundo estimulo 10 Lf.

Estimulo: Primer estimulo y 28 dias después segundo estimulo.

Vias: Peritoneal, muscular, subcuténea, pleural, cerebral y ve-
nosa.

Sangries de pruebas: A los 28 dias del primer estimulo y a los
12 dias del segundo.
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Numero de cobayos: De cada grupo, 10; de cada grupo grande, 60.

Resultados del experimento agrupando los animales por el primer
estimulo sin tener en cuenta el segundo:

Via primer estimulo

Via segundo estimulo

Resultado de la

segunda sangria,

Peritoneal ........ peritoneal, mus- 9,20
Muscular ......... | cular, subcutd- 6,00
Subcutdnea ... . ... nea, pleural, 1,60
Pleural ........... | cerebral, venosa. 10,00
Cerebral ......... 6,20
Venosa ........... 0,16

Resultados que se obtienen agrupando los animales por el segundo
estimulo sin tener en cuenta el primer estimulo.

Resultado de la

Segundo estimulo
segunda sangria

Primer estimulo

peritoneal, mus- Peritoneal ... .. .. 9,6
cular, subcutd- Musgcular ........ 55
nea, pleural, Subcutdnea ... . .. 3,9
cerebral, venosa. Pleural .......... 4,5
Cerebral ........ 3,7

Venosa .......... 6,0

Aparece de manera clara en estos resultados que la influencia del
segundo estimulo sobre el valor final no es muy evidente; en cam-
bio resulta de la mayor importancia el lugar de aplicacién del pri-
mer estimulo. La via venosa y la via subcutédnea son las menos ac-
tivas; corresponde la mayor actividad a las vias pleural y perito-
neal y es algo menor para la via cerebral y muscular. Lios valores
antitéxicos son menores gue los obtenidos en los experimentos an-
teriores, pero la relacién de los valores finales es aproximadamente

la. misma.

BEXPERIMENTO EN CONEJoS. — Con el objeto de averiguar si el fe-
némeno observado en el cobayo podia ser reproducido con otros
animales, se utilizé el conejo, obteniéndose resultados contradicto-
rios y segln los cuales el uso de la via peritoneal o de la via sub-
cutdnea, como primero o segundo estimulo, no da los mismos re-
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sultados finales, observados en el cobayo. Probablemente si el fe-
némeno existe requiere condiciones muy particulares para ponerse
de manifiesto y sblo se puede decir por el momento que por la
misma téenica y los mismos recursos utilizados anteriormente con
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el conejo tiene un comportamiento diferente,
CONCLUSIONES

1°*— La adicién de AI(OH); al toxoide diftérico lo transforma
en un mejor antigeno, sea cual fuere la via de inyeccién, salvo la
venosa en cuyo caso no se manifiesta esta superioridad.

2¢ — L actividad antigénica de dosis diferentes de toxoide pu-
rificado ¢ nativo no estd proporciomado a la cantidad. Tampoeo
influye que se inyecte toda la dosis en un lugar o varios lugares
del tejido celular subcutdneo. Bl toxoide con AlI(OH)3 parece ser
mas activo con mayor cantidad y tener una mayor actividad cuan-
do se lo distribuye en varios lugares.

3° — Cuando se aplican dos estimulos los resultados finales estan
condicionados por la via empleada, la mayor actividad corvesponde
a las vias serosas (peritoneal, pleural, cerebral (meninges)).

4°— Con dos estimulos aplicados por dos vias diferentes influye
de manera importante la via wutilizada para el primer estimulo.
Préacticamente no influye la via usada en el segundo estimulo,



