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POLIPEPTIDOS ACTIVOS*

Dr. A. VALLS CONFORTO

LA primitiva reaccién de Abder-
halden y sus espectaculares

fracasos, es conocida de todos us-

tedes. Abderhalden hijo la perfec-
ciondé y prepar6 otros antigenos,
ademés del placentario, proponién-
dose el diagnoéstico de afecciones
de Organos y glandulas endocri-
nas.

Un estudio sistematico, me de-
mostrd la sélo discreta utilidad de
esta reaccion, y el peligro de con-
fiar en ella, para establecer planes
terapéuticos.

Abderhalden prepara sus anti-
genos cortando un 6rgano en finos
trozos, y luego diseca con cuidado
y elimina vasos y conjuntivo.

Sivori, a partir de este «antige-
no puros, prepara unos lisados en-
zimaticos que son los que utiliza
como antigeno. Ademaés, lo rodea
de reacciones paralelas a base de
antigenos de coagulo y de tejido
conjuntivo. También en vez de usar
una terminologia vaga de «positi-
vo débil o fuerte», o «indicios».
Establece una escala cromatica y
asi los resultados son numéricos,
y de las cifras dadas por el anti-
geno «brutos resta los valores da-
dos por los antigenos «coagulo» y
«conjuntivo», obteniendo cifras

més en conosonancia con la reali-
dad. '

Asi, pues, Abderhalden utiliza
como antigenos albiiminas comple-
tas, y Sivori utiliza agrupaciones
polipeptidicas, sosteniendo que la
especificidad de 6rgano no se de-
tiene en las albUminas y albumo-
sas, sino en grupos polipeptidicos.
- Quimicamente, ;dénde se halla
este limite? Segln Sivori, estd en
los antigenos, que dando intensa
reaccién al biuret, den sé6lo indi-
cios a la nihidrina.

Esta afirmacién la hallo total-
mente inaceptable. La reaccion a
la. nihidrina cuando quiere usarse
cuantitativamente, depende de un
gran numero de factores, asi: gra-
do de temperatura, tiempo de ac-
tuaciéon de la temperatura, veloci-
dad con que se ha alcanzado, pH,
relacién de masas entre reactivos y
problema, solvente de la nihidrina,
agitacién, ete., ete.

Satisfecho Sivori en lo referente
a especificidad, es 16gico pensar en
qué respuestas inmunoldgicas po-
dria obtener con sus antigenos.

Hallé que los animales tratados
enflaquecian rapidamente, entran-
do en caquexia. Si las dosis eran
mas débiles, el cuadro se alargaba,

* Comunicacién presentada como Académico Corresponsal en la Sesién del dia 23-III-65.
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¥y a una fase congestiva de los 6r-
ganos correspondientes al antigé-
no inyectado, sucedia una fase de-
generativa,

El mismo antigeno, usado por
via oral, no mostraba toxicidad y,
es mas, parecia estimular el retor-
no a Ja normalidad de 6rganos de-
ficientes.

So6lo se ha hallado una corta
«nota previas de estos trabajos de
Sivori, y supongo que no los con-
tinué por fracasos en la estandar-
dizacion de antigenos. Revisé es-
tos trabajos y deduje que la toxi-
cidad via parenteral era debida,
de un lado, a la actividad especifi-
ca, y de otro, a substancias libe-
radas durante la hidrolisis. Segln
el grado de lisis, asi se obtiene una
gama de respuestas inmunolédgicas,
desde desviacién del complemento,
a lisinas y precipitinas, hasta que
finalmente sélo se obtienen res-
puestas a organos «in vivos de
tipo especifico. Cuando se llega a
este punto, en nuestras manos, los
antigenos dejan ya de ser utiliza-
bles para la reaccion diagndstica
de Sivori.

Segun Abderhalden me comuni-
c6 personalmente, los antigenos
de endocrinas deben pertenecr a
la misma especie animal con cu-
yos fermentos urinarios deseen ser
probados. En cambio, los antige-
nos de érganos pueden pertenecer
a otra especie animal, lo mas afin
posible.

No me pareciéo bien esta dife-
rencia, ya que ;doénde empieza y
dénde acaba lo endocrino? Un ri-
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fién, un corazdn, una parétida, son

-exocrinos u 6rganos para Abder-

halden, pero bien sabemos que
producen substancias de tipo hor-
monal.

Por mi parte, creo que cada cé-
lula, cada agrupacion tisular, es
productora de substancias que van
a estimular unidades o agrupacio-
nes mas o menos préximas dentro
del todo organico.

Sin embrago, quise observar ex-
perimentalmente lo que hubiera
de cierto en mi hipétesis, y hallé
que antigeno tiroideo, procedente
de hombre, toro y perro, se com-
portaron exactamente igual frente
a orina humana.

El conjunto de resultados obte-
nidos con los antigenos de Sivori,
me llevaron a ensayar la produc-
cién de lesiones inmunitarias, De
todas ellas voy Unicamente a ex-
poner las de mayor interés prac-
tico.

La inyecciéon de antigeno intes-
tinal a perros, les provoca lesiones
intestinales. La administracién por
via bucal, no las produce, al con-
trario, frecuentemente parece ace-
lerar la restitucion a la normal.

Intoxiqué el higado de ratones,
manteniéndoles en una atmoésfera
conteniendo tetracloruro de carbo-
no y alimentandolos exclusivamen-
te con leche. Cada dia eran necrop-
siados algunos animales para ob-
servar su estado hepatico. Cuando
éste fue francamente patologico se
dividié la poblacién en tres lotes
de 20 animales cada uno. Dej6 de
intoxicarseles con tetracloruro y
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recibieron una alimentacién -nor-
mal. Un lote se .guardd como testi-
g0, otro recibié antigeno via pa-
renteral y otro lo-recibié por via
bucal. :

Los testigos murieron en un pla-
zo de 8 a 15 dias. Los parenterales
en 3-a 5 dias. Los via bucal, unos
murieron en el mismo plazo de los
testigos, pero otros sobrevivieron
hasta las tres semanas,

El comportamiento de los via pa-
renteral me parecié 16gico, no asi
los de via bucal.

Supuse que, cuando el higado
estaba muy lesionado, quizas deja-
ba pasar a la circulacién parte
del antigeno que normalmente hu-
biera retenido. Por otra parte, ca-
da animal responde con intensidad
variable al tetracloruro, y lo mis-
mo ocurre si se utiliza el fosforo
amarillo o el arsénico;

No hay otra solucién que traba-
jar con gran nimero de animales
de la misma raza y en iguales
condiciones y, a ser posible, agru-
parlos por reacciones bioquimicas.
En la imposibilidad de hacerlo con
pequefios animales, hemos traba-
jado con lotes no menores de 20 y
repitiendo la experimentacién en
distinto tiempo un minimo de tres
veces. No hemos considerado acep-
tables desviaciones en las respues-
tas superiores al 20 %.

Habiendo observado el efecto
favorable de la especificidad de 6r-
gano por via oral, sobre las lesio-
nes experimentales de intestino de
perro, intenté saber si la especifi-
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cidad. de oOrgana iba acompaﬁada,
de especificidad animal. ‘

Pues, si, la especificidad. de or-
gano es conservada dentro.de cier-
tos limites de degradacion enzima-
tica, mas lejos que las posibilida-
des que la reaccién de Sivori per-
mitirian creer, pero en cambio no
es necesaria la especificidad ani-
mal, y asi, lesiones en rata pueden
ser tratadas con lisados de érga-
nos de perro, de toro y de cerdo.

En posesion de estos datos, in-
tenté el tratamiento de hombres
afectos de colitis ulcerosa con li-
sados enziméaticos intestinales, por
via oral.

No obtuve ninguna curacién y si
s6lo ligeras mejorias que podian
ser obtenidas con otros medios te-
rapéuticos. Atribui la causa del
fracaso a que las lesiones tenian
otro origen que las experimentales,
su profundidad, antigiiedad, etc.

Si_desde este punto de vista fue
un fracaso, en cambio pude obser-
var que, siendo los pacientes pro-
bados 18, habia 10 de ellos que
eran hemorroidales crénicos; de
éstos, cuatro habian obtenido una
gran mejoria de esta afeccién, y
los deméas, mejorias evidentes, si
bien menos marcadas.

Atribui este hecho a que los an-
tigenos administrados no habian
sido confeccionados con el extre-
mado cuidado con que se prepa-
raban los antigenos destinados a
pruebas de reacciones «in vitro» y
que el intestino habia conservado
trozos de vasos sanguineos.

¢, Cual seria el resultado si estos
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pacientes fueran tratados con li-
sados de venas de la pelvis menor?
Suspendi el tratamiento de los
pacientes, dejé que con el tiempo
volvieran a hacer una crisis he-
morroidal para tratarlos con el
nuevo antigeno, y el resultado fue
satisfactorio, mejor que el ante-
rior, pero se presentaron cefaleas,
pruritos, descensos tensionales y
aumentos del tiempo de coagula-
cién con caricter pasajero. Atri-
bui estos hechos a substancias li-
beradas durante la lisis enzimatica
¥y que quizas no tendrian que ver
con la actividad terapéutica.
Habia, pues, que tratar de eli-

minar estas substancias conservan-

do la actividad especifica. No exis-
tiendo animales con mapnifestacio-
nes hemorroidales, tuve que recu-
rrir a la clinica humana. ‘

No es facil obtener pacientes que
se presten a la experimentacién si
son hemorroidales activos, pero
afortunadamente para el experi-
mentador, hay un gran ntimero de
hemorroidales latentes. Los detec-
té invitando a un numeroso lote
de sujetos a consumir diariamente
durante una semana, sabrosos em-
paredados bien aderezados con pi-
mienta y mostaza. Cuando empe-
zaban a notar molestias proseguian
el régimen dos dias méas. Al sus-
penderlo, no les administré medi-
caciéon general ni local, y observé
que la restitucién a lo normal os-
cilaba entre 10 y 20 dias. Unas

cuantas pruebas en un mismo pa- -
ciente permiten establecer su «per-

sonal tiempo de recuperacions.
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Consideré substancia activa
aquella que permitia acortar este
«tiempo» por lo menos a la mitad.

En la purificacion de la substan-
cia activa tuve numerosos fraca-
sos, especialmente al intentar una
alta purificaciéon. Me fueron muy
tutiles los trabajos del sueco Per-
now con su «substancia X» que es
también un polipéptido, éste aisla-
do del intestino delgado. Esta subs-
tancia estd formada por dos poli-
péptidos, uno activo pero que pa-
ra actuar necesita la presencia del
otro, el cual puede ser substituido
por algunos otros polipéptidos dis-
tintos a él :

El polipéptido activo, cuando lle-
va tiempo separado de su activa-
dor, va perdiendo actividad.

Los polipéptidos con actividad
farmacoldégica, son conocidos ya
de tiempo, pero su comportamien-

‘to exacto, su composicién, sélo

han empezado a esclarecerse desde
que son de uso corriente las téc-
nicas cromatograficas y espectro-
graficas. Pese a todos estos avan-
ces, sb6lo un cortisimo nimero de
estos polipéptidos han llegado a ser
conocidos.

Asi la bradikinina, formada por
nueve aminoacidos,; la kallidina,
por diez. Ambas derivan de la lisis
enzimitica de las seudoglobulinas
del plasma por algunos fermentos
proteolisicos, p. ej. la tripsina, el
veneno de serpiente, los fermentos
enzimiticos de orina humana...

Ambas substancias, bradikinina
y kallidina, tienen parecida cons-
titucion, sélo que la kallidina tie-
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ne de mas un grupo Lysina. Es
interesante que en ambas la argi-
nina ocupe posicion terminal.
Las dos substancias han llegado
a sintetizarse a partir de los éste-
res de paranitrofenol de los ami-
noacidos. Es en extremo interesan-
te que para obtener actividad fisio-
l6gica hay que respetar el orden
de secuencia de los aminoacidos.
Otros polipéptidos son mas com-
plejos, asi la «substancia P». Tam-
bién en ella ocupa la arginina una
posicién terminal en la molécula,
pero en vez de los 5-6 aminoacidos
(algunos repetidos) que se hallan
en las dos substancias anteriores,
aqui hay siete mas, distintos.
Esta substancia y otras, atn no
se han logrado sintetizarlas. A
medida que se alarga la cadena de
aminoacidos aumentan las dificul-

tades de sintesis y no siempre el .

método de los ésteres de parani-
trofenol es utilizable.

Otro método muy interesante es
el de la reconstituciéon de polipép-
tidos, usando bajas temperaturas,
grandes presiones en medios con
tampones especiales que conser-
van a Jos reactivos en un estado
parecido al que precedié a su esci-
siéon ezimatica.

He recurrido a este método pa-
ra, aun no poseyendo la substan-
cia quimicamente pura, ensayar de
obtener derivados mas activos.
Sobre los resultados obtenidos na-
da puedo decir aiin; necesito una
mas larga experimentacién. Espe-
ro que proximamente podré operar
a presiones de mil atmésferas y
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lograr éxitos superiores a los ac-
tuales.

Nuestra substancia activa igual
que las precedentes descritas con-
tiene arginina. Cuando la pierde,
deja de ser activa.

Por cromatografia se demuestra
la presencia de: Alanina, Argini-
na, Asparaguina, Glueocola, Leuci-
na, Metionina, Treonina, Tyrosina,
y Valina, Hay ademas dos man-
chas de elementos no identificados.

Si sometemos la substancia a hi-
drélisis mas avanzada (entonces
deja ya de ser activa en poco
tiempo), estas manchas desapare-
cen y en cambio aparecen Aspar-
tico, Fenil-alanina, Glutimico e
Histidina, y algunas de las man-
chas de los anteriores aminoacidos
aparecen mis intensas al haberse
liberado del complejo que las unia.
Entre las reforzadas destaca la Ar-
ginina,

Como caracteres generales de la
substancia; destacaré su gran po-
der higroscopico, que no cede ni en
el vacio sulfurico y s6lo en gran
parte en el de anhidrido fosférico.
Su nitrogeno total es de 14,5 y el
aminico de 3,6.

En posesién ya de una substan-
cia activa y libre de otras cdpaces
de provocar reacciones secunda-
rias, faltaba precisar la dosis a
usar en experimentacion de carac-
ter clinico-terapéutico.

Inicié el tratamiento con los vo-
Iuntarios del «equipo provocado»
a la dosis de 1.000 gammag repe-
tida tres veces al dia.

Lo mismo se hizo con dosis de
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250 gammas, 100 gammas y 25
gammas y de 5 gammas.

Las dosos de mil, doscientas
cincuenta y cien gammas repetidas
tres veces al dia, dieron resulta-
dos igualmente buenos. No se ob-
servo que las dosis de mil gammas
dieran una méis pronta respuesta
que las de 100 gammas.

Las dosis de 25 gammas tres
veces al dia dieron sélo buen resul-
tado en la mitad de los pacientes.

Las dosis de cinco gammas tres
veces al dia no dieron ningln re-
sultado favorable.

Estableci, pues, como dosis mi-
nima til, la de 100 gammas repe-
tida tres veces al dia, pero como
margen de seguridad en la précti-
ca adopté la de 180 gammas repe-
tida tres veces al dia; o sea apro-
ximadamente 3/4 superior a la mi-
nima, 1util.

Escogi el plexo venoso del cer-
do, por ser el mas facil de obtener
en mis condiciones de trabajo, pe-
ro he experimentado con material
procedente de toro, perro y oveja
con iguales buenos resultados.

Aunque ninguno de los gérme-.

nes y virus actualmente conocidos
resiste los procesos fisico-quimicos
utilizados en la preparacién de la
substancia activa, someto los ple-
X08 venosos recogidos en el mata-
dero, al serodiagnéstico frente a
diversas salmonellas y brucellas y
a la siembra de sus filtrados sobre
huevo embrionado.

En una planta piloto totalmen-
te aislada, contaminé plexos veno-
sos con esporas de B. antracis,

ANALES DE MEDICINA Y CIRUGIA

Vol. XLV. - N2 191

brucella suis y virus vacunal. Es-
tos plexos fueron utilizados para
una elaboracidén, y al final de ella
ninguno de los gérmenes vivia o
era capaz de reproducirse.

Aunque la substancia activa es
estable, su mezcla con hidratos de
carbono en medio hiimedo y en pre-
sencia de algunos metales, puede
dar lugar a pérdidas de actividad.
Precisa, pues, gran cuidado en la
elaboracion en gran escala, y es
posible el uso de substancias
«coating» que impidan los proce-
sos de degradacion que quimica-
mente son de dificil deteccion, pe-
ro que hacen disminuir la actividad
terapéutica.

Pruebas farmacologicas

Inocuidad: El raton tolera 37,5
miligramos por kg. de peso.

Pirégenos: 30 mg. via venosa y
100 mg. via intramuscular en el
conejo demostraron su ausencia.

Teratologia: Un lote de 20 ratas
hembras divididas en grupos de 4
con un macho cada grupo, recibie-
ron diariamente aproximadamente
3,6 miligramos de preparado. No
hubo diferencias de nacimientos
frente a otro grupo patrén del
mismo nimero de animales y no
tratado. Los animales nacidos de
esta experiencia, al llegar a adul-
tos fueron acoplados otra vez y
tratados como sus progenitores.
Tampoco se observaron diferencias
en su descendencia.
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Accién sobre la presién sanguineg

En conejos no anestesiados no
se observan variaciones con dosis
de 20 mg. por kg. de peso. 3i los
conejos estAn anestesiados con
uretano, ligera hipotensién con 100
gammasg.

En el perro anestesiado, la adre-
nalina y la histamina ven aumen-
tada su accién por la previa admi-
nistracién de 400 gammas de pre-
parado. En cambio, no se observa
modificacién a la respuesta a la
acetil-colina,

El tiempo de recuperacion en ani-
males tratados con adrenalina y
acetil-colina como estimulos, era
més rapido si los animales habian
gido sometidos previamente a la
substancia problema.

Accion frente o ln hipotension
provocada

La hipotensidén inducida por la
luteoskyrina vuelve a la normal
por perfusién del lisado. Esta aec-
cién es reproducible en el mismo
an'mal varias veces.

Accién sobre el ventriculo
izquierdo artificial

200 gammas no modifican la
presidon vencsa pero aumentan el
retorno sin modificar la presién
periférica,

Mesoapéndix

El tratamiento previo con lisa-
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do disminuye la dosis de adrenali-
na necesaria para la vasoconstric-
¢ibn.

Intestino aislado

A concentracidn 104, ligera
disminucién de la amplitud de
movimientos.

El lavado recupera la amplitud
previa.

A laz concentracion de 10~° un
corto periodo de contacto no an-
tagoniza la accién de la adrenalina,
acetil-cclina, histamina y cloruro
barico, pero si dicha concentracién
actia un minimo de 12 minutos,
antagoniza las respuestas a la ace-
til-colina v a2 la histamina a con-
centracién 10-7.

Aecién local: Un lote de 10 co-
nejcs fue tratado diariamente du-
rante 5 dias con supositorios de
mostaza a 1 9%, produciéndose in-
tensa hiperemia rectal con lesiones
ulcerosas. El tratamiento de estos
animales por via oral, permitid
una recuperaciéon en la mitad del
tiempo que los testigos.

Estado actual de nuestros
trabajos

a) KEstudio de la accion del
preparado sobre cultivos de teji-
dos.

b) Estudio de su accién sobre
la, inflamacién «in vivo» y en cul-
tivos integrales de érganos.

¢) Obtencién de substancias
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semisintéticas que permitan mejo-
rar aun la actuacion y también ha-
llar las agrupaciones de aminoaci-
dos actuantes.

Hipotesis de la actuacion del
preparado

Existe la posibilidad de que
‘sean suministradas agrupaciones
que actuarian como «modelos» fti-
les a la regeneracion tisular, enca-
minandolas por vias ftiles.

Son bastantes las substancias
empleadas en terapéutica cuya ac-
tuacién intentamos explicar y va-
lorar por la de alguno de sus com-

ANALES DE MEDICINA Y CIRUGIA

Vol. XLV. - N~ 191

ponentes o acompafiantes, pero ve-
mos que la actuacién de la subs-
tancia cruda es muy superior y
quizds mas compleja que los pa-
trones; asi sucede, p. €j., con la
vitamina B,, y los extractos he-
paticos, el complejo B y sus com-
ponentes, los extractos cardiacos y
el adenosin fosférico, etc.

Tenemos por delante mucho des-
conocido; los hombres estamos
contentos de lo que hoy sabemos,
pero no debemos estar satisfechos,
para acercanos més a la verdad,
que cuanto mas cercana le parece
al profano, més lejana ve el cien-
tifico. :



