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Como prueba final de mis estudios universitarios, .
me he tervido, para tratar de un tema de actuali-
dad, el diagndstico biologico del embarazo.

Como bien sabemos, en los primeros meses del
desarrollo del embarazo carecemos de un medio se-
guro y cientifico de su diagnoéstico.

Este lo hacemos deduciéndolo de los signos de
probabilidades y presunciones que, reunidos, consti-
tuyen un elemento de juicio apreciable.

Es recién en la mitad de su evolucién que tene-
mos los signos de certitud que nos dan los medios
de prueba de su existencia.

Por la carencia de un medio seguro de diagnos-
tico del embarazo en su primera etapa. Es la impor-

tancia que tiene la sero-reaccion de Abderhalden,
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que nos demuestra la existencia de éste desde la im-
plantacion fisiolégica del huevo y aun en los casos
anormales. )

Esta sero-reaccién ha venido 4 llenar un vacio
bien notado en la clinica obstétrica.

Al terminar mi vida de estudiante, no lo puedo
hacer sin agradecer 4 los distinguidos profesores de
la Facultad por todas las ensefianzas recibidas.

A mi padrino, el Dr. Bernardo A. Houssay, el
que me dispensa el honor de acompanarme en este
trabajo, mi agradecimiento por su direccién, sus
consejos y ensefianza.

A los doctores C. Sobre-Casas, Félix Celesia, Ri-
cardo S. Gémez y José S. Picado, mi agradeci-
miento por sus ensefianzas y deferencias durante
mi estadia en sus respectivos servicios.

Al Dr. Ubaldo Fernandez, mi especial reconoci-
miento” por sus Consejos y enseiianza durante el
desarrollo de este trabajo y mi internado en la Ma-
ternidad.

Al distinguido Director del Hospital T. de Al-
vear, Dr. José A. Viale, mi reconocimiento por to-
das las atenciones recibidas.




CAPITULO I

HISTORIA

Los progresos que en estos ultimos tiempos ha
hecho la Biologia, la han llevado al puesto que hoy
ocupa en el campo de la ciencia experimental.

Aun cuando el fin y los medios de la investiga-
cién bioldgica sean rigurosamente cientificos, pue-
den encontrarse algunas veces cosas inesperadas y
de util aplicacién préctica que sirven de ayuda efi-
caz 4 la clinica.

Asi es la reaccién de Abderhalden, que tenia otro
fin directo en sus comienzos, pero que en su des-
arrollo ha conducido 4 su autor 4 dar un medio wtil
de diagnostico del embarazo.

Si fdcil es establecer con seguridad la existencia
de un embarazo cuando este se encuentra en un pe-
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riodo avanzado de su desarrolio, no siempre es po-
sible cuando el embarazo se encuentra en sus co-
mienzos.

Mads dificil resulta otras vaces distinguir un em-
barazo extrauterino de un piosalpinx, de un tumor
anexial neopldsico.

Todo esto nos explica por qué se buscan los me-
dios mas cientificos que nos puedan dar un método

seguro de diagnodstico del embarazo.
El estudio de la sangre de las embarazadas llamé

especialmente la atencion de los parteros para obte-
| ner un criterio, diagnostico del estudio dol conteni-
| do del suero sanguineo de las embarazadas.

A este orden de investigaciones de indole quimi-

co-biolégico pertenecen los mis recientes estudios

I fift
m“I

X del contenido en antitripsina y de..lipoidos del sue-
ro de las mujeres grividas,

La propiedad activante de la hemolisina por ol
veneno de las cobras. La reacecidn anafilictica. La
de fijacion del complemento y, por wtltimo, la reac-

¢i6n polarimétrica y dialitica, de la cual vamos s

ocuparnos.
El contenido en antitripsina ha sido estudiado por
Heide y Krossing, que lo encontraron aumentado
en el suero de las embarazadas.
Poro estd demostrado que no es un sintoma espe-

cifico el encontrarse aumentado el contenido en an-

titripsina, porque tambidn se encuentra en diversas
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afecciones febriles, en los tumores malignos, en las
nefritis y en los piosalpinx.

El contenido en lipoides de la sangre fué estudia-
do por Neuman y Hermen, los que encontraron que
estdn aumentados en los tltimos meses del emba-
razo, haciéndose caracteristico el aumento después
del tercer meos.

Una de las primeras aplicaciones del activamien-
to hemolitico del veneno de las cobras para el sero-
diagnéstico del embarazo fué hecha por Biirgers, el
que describe en el suero de las gravidas un elemen-
to inhibitorio de la hemolisis del veneno de las co-
bras. Mezclaba veneno de cobra con el suero 4 exa-
minar y glébulos rojos lavados de hombre; ponia el
todo & la estufa y después lo examinaba.

Otra técnica usa Heinemann, el que pone en con-
tacto suero de gravida inactivo, globulos rojos de
caballo y veneno de cobra, habiendo observado un
avivamiento del poder hemolitico en todos los ca-
sos de embarazo de mds de tres meses. En los de
menos de tres meses encontraba tnicamente un 50
por 100 positivos; pero este resultado se encuentra
también en casos de carcinomas, y daban también
un 12 por 100 de mujores no gravidas.

La reaccion anafilictica fué hecha nor Angelman
y Stude, que inoculaban conejos con jugo placenta-
rio filtrado. Posteriormente, Anderson y Rosenan

practicaron en los conejos inyecciones de suero de




de placenta, obtuvieron resultados negativos con el
primer método Y Positivo con el segundo.

Murray pone en duda que el resultado obtenido
por Anderson Y Rosenan sea un verdadero estado
anafildctico.

La reaccién de la fijacién del complemento fué
hecha por Liepmann, pero con resultado completa-
mente negativo.,

Minassiau y Viana, usando la reacciéon de Bur-
der y Gengou, con este método de Ia desviacion
del complemento trataron de demostrar 1a existen-
cia de un anticuerpo placentario. Usaban como an-
tigeno extracto en solucién fisiolégica de placenta
a término, proveniente de un embarazo normal.

Dada 1a exigiiidad de los resultados, concluyen
que la reaccién de desviacion del complemento con
el método por ellos usado no se presta 4 la demos-
tracion de los anticuerpos especificos del embarazo
normal .6 patolégico.

Lemaire y Latfort usaron como antigeno el liqui-
do amnistico, POro con un éxito dudoso. Fieux y
Mauriac utilizan ¢omo antigeno la masa vellosa de
los huevos abortos de los primeros meses; los resul-
tados obtenidos son’ poco alentadores.

Pottet y Falco usaban como antigeno extracto

de cuerpo luteo, con resultados negativos.
Lavaré, aplicando el m étodo dela fijacién del com-
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plemento con extracto acuoso y alcohélicos de pla-
centa, obtiene un 55 por 100 de reacciones positivas.

El método de Abderhalden, por lo que resulta de
la experimentacién efectuada, es la sero-reaccién
que da mejores resultados.

La base de esta reaccién es la experiencia con
la cual se ha podido demostrar que el organismo
animal no séio se defiende contra la introduccién
de sustancias extraflas a él, sino que también, de
algunas del mismo individuo, con la formacién de
termentos especiales de defensa, que producen la
desagregacion y asimilacién de éstos. Basado en
las investigaciones de Veit y Schmorl, sobre la pre-
sencia de elementos placentarios en la circulacion .
en los estados gravidos, practico la investigacién
de estos fermentos antiplacentarios en el suero de
las embarazadas, sirviéndose del método Sptico
(Polarimetro) y el de la dialisis.

Pudiendo en esta torma distinguirse en el suero
de las mujeres gravidas, mediante la prueba de su
accion digestiva sobre las albiminas placentarias,
con formacién de peptonas y aminoacidos que de-
mostraba por didlisis (método dialitico) 6 por la
desviacién palarimétrica (método éptico).

En cuanto al suero de las gravidas, estda demos-
trado que contienen un fermento proteolitico espe-
cifico que puede digerir tinicamente las albuminas
del tejido placentario.







CAPITULO II

PRINGIPIO DEL METODO

Los trabajos de Abderhalden concebidos, segun
el citado principio de biologia general, y basados
en la experimentacion, han demostrado la existen-
"cia en ol suero sanguineo de fermentos de defensa.
Al igual que toda albumina extrafia introducida vo-
luntaria ¢ accidentalmente en el organismo, no por
la via para-enteral.

Estos fermentos de defensa (Schutz ferment) se
reconocen porque ellos descomponen las albiminas
4 los cuales ellas corresponden. Abderhalden las ca-
racteriza por su accién proteolizante é polarimétri-
ca, pero indica como mas cémodo y seguro el mé-
todo dialitico. Los cuerpos dializables ¢ amino-

dcidos provenientes de la descomposicién de las
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albliminas son Investigados en el agua que rodea
los dializadores por medio de nn reactivo especiai.

Esta concepcién tedrica de los termentos de de-
tensa y el método da investigacién por los dializa-
dores, encuentran su aplicacién clinica en los casos
de prefiez.

Desde 1912 Abderhalden sefiala en la sangre de
toda mujer embarazada la presencia de un fer-
mento de defensa respecto de las albiminas placen-
tarias, dando asi la posibilidad del sero-diagndéstico
de la prefiez.

La formacion del termento de defensa en la san-
gre de las embarazadas nos es explicada por los
conocimientos modernos, sobre la, nutricién fetal.

Para Veit los intercambios nutritivos del huevo
estdn subordinadoes y asegurados por la penetracién
de elementos placentarios en ol torrente circulato-
rio de la madre.

La nutricién del feto seria el resultado de la ab-
sorcién de sustancias albumindideas disuelta en el
suero de la sangre materna; mientras que la excre-
cién seria el resultado de la disolucién en ese mismo
suero del epitelio corial.

Estos fenémenos, penetracién de elementos pla-
centarios y reacciones bioquimicas, que ellos de-
terminan en 1Ia sangre, son procesos constantes
durante el embarazo, y en condiciones normales

asintomdticos.
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Penetracion de los elementos placentarios en la
circulacién materna.—Para, los clisicos el limite de
los elementos de la placenta tetal, no obstante su
entrelazamiento con los brotes de la placenta ma-
terna, seria neto y fadcilmente determinable. El feto
seria una especie de parasito enquistado que sdlo
recargaria al organismo materno con los productos
de su desasimilacién.

Las investigaciones mds recientes nos demues-
tran que estas ideas no son ciertas. Los elementos
de la placenta fetal sobrepasan estos limites hipoté-
ticos, y siguiendo las vias sanguineas, pueden lle-
gar hasta el pulmén cuando se han desprendido de
la placenta. ;

La presencia de elementos sinciciales en las capas
profundas de la serotina y en pleno musculo uteri-
no han sido demostrado por Blunreich, Baudler,
Briquel y otros.

Varios observadores, Rohr-Leopold para la pre-
nez uterina, Norak y Fraenkel para la preiiez tuba-
ria, nos muestran la presenzia de vellosidades
coriales en las venas de la serotina y del musculo
uterino ¢ tubario; ya en relacién con la masa
principal de las vellosidades ¢ aun desprendida de
éstas.

Veit, como resumen, dice: «La deportacién de
células corion-epiteliales tiene lugar durante todo
el embarazo y en tan pequefia cantidad en la uni-
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dad de tiempo, que su reabsorcién completa es po-
sible.»
La deportacién fisiolégica se refiere s6lo 4 vello-

.sidades recubiertas de trofoblastos, y por esto ca-

paces de ponerse en relacién con el tejido conjun-
tivo materno.

El mecanismo de la penetracién de los elementos
placentarios en el torrente circulatorio se explica
de varias maneras; para Luidenthal y otros se tra-
taria de un proceso activo del trofoblasto, accién
francamente destructora ¢ invasora de los elemen-
tos maternos, para otros; Veit dice so trata de wun
fendmeno puramente mecdnico, por la direccién de
la corriente sanguinea Y su fuerza absorbente, y
asi se lo hace pensar el hecho de que las vellosida-
des respetan las arteriolas y Tas gldndulas, donde
no las ha encontrado.

Los elementos placentarios en la sungre fenomenos
que determinan. Pava, Kohrer podria suponerse Ia
supervivencia para las vellosidades enteras y en
algunos casos podria adquirir, el cardcter prolifera-
tivo como lo ha visto Schmorl en varias autopsias.

La consecuencia de su accién embalizante pare-
ceria ser nula, dada la falta de sintomas y su cons-
tatacion en embarazadag absolutamente normales.

Para Veit es un proceso importante en las conse-
cuencias que el arrastre de los elementos placenta-
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rios va 4 determinar en el organismo. Kste autor
adopta la teoria de las cadenas laterales de Ehrlich
sobre la citolisis para la explicacién de la formacién
de anticaerpos.

Adberhalden se dedica ainvestigar si durante el
embarazo, existe en la sangre materna termentos
activos, capaces de degerir estos elementos que de-
ben considerarse en cierto modo como extrafios al
organismo de la madre. En sus trabajos sobre esta
cuestion ha venido & demostrar que en el suero de
las mujeres embarazadas existen fermentos proteo-
liticos capaces de digerir las albiminas placentarias.

Asi el tejido placentario proviamente preparads
le agrega suero de mujeres gravidas, que digiere
las albiminas placentarias, lo que no se produce
con les sueros normales que sirven de control.

El producto de la digestién de las albiiminas pla-
centarias teniendo la propiedad de desviar la luz
polarizada, pueden ponerse cn evidencia por medio
del polarimetro (método dptico). Estos productos
pueden también ser aislados mediante la dialisis y

ponerse en evidencia por medio de reactivos apro-

piados (método dialitico).







CAPITULO 1III

TECNICA DE LA REACCION DE ABDERHALDEN

Método dialitico.—Medio mucho mé&s practico y
més simple, que el método éptico. Con este método
podemos poner en evidencia los productos deriva-
dos de la desagregacién de las albiminas placenta-
rias en presencia del fermento contenido en el suero
sanguineo de las mujeres gravidas.

Vamos & estudiar los elementos y las condiciones
que se requieren para la ejecucién de la reaccién.
Luego describiremos en general las precauciones y
disposiciones que deben adoptarse una vez obtenido
esos elementos para terminar con la descripcién de-
tallada del procedimiento.

Por orden de importancia y dificultades de ob-
tencion cada uno de los elementos necesario para .
efectuar la reaccién debemos disponer:
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1o Del antigeno, placenta mediante cuya sensi-
bilidad vamos & investigar 1a presencia de los fer-
mentos especificos en la sangre que analizamos.

2.2 La sangre, elemento que dcbe llenar deter-
minadas condiciones desde su recoleccién hasta el
momento en que pondremos su suero en contacto
con el tejido placentario.

3.2 Los (ubos dializadores, en cuyo interior se
efectuara la reaccién esperada y alguno de cuyos
productos lo atravesardan.

4.0 Ll agua destilada, que va & rodear el tubo
dializador, donde Investigaremos los productos de
la reaccion que ha debido ¢ no verificarse en el in-
terior del dializador.

5.2 Lhn este grupo colocamog los elementos acce-
sorios, pero indispensables del laboratorio, los cuales
deben tenerse muy en cuenta, porque cada uno de
ellos aunque accesorio, son impresindible para la
bLlle marcha del método, los cuales son: L« estufa,
en la cual pondremos los tubos dializadores con su
carga cbrrespon(l,iento, por espaciode 16 4 18 horas.

Las pipetas, que sirven para el transporte de los
liquidos; y cuyas condiciones, de niimero y esteri-
lidad debemos tener en cuenta, los vasos sobre los
que hay que tener tamnbién los mismos cuidados,
por ultimo el rewctivs por medio del cual encontra-
remos la etapa final de la reaccién v al mismo tiem-
Po también nos servird de control en muchos tiem-
pos de la reaccién.




EL ANTIGENO

De cualquier naturaleza que sea el antigeno, debe
llenar como condicién primordial de no tener en su
parénquima trazos de sangre. .

Es necesario despojar previamente la placenta de
su sangre, llevandola &4 un extremo tal, que nos pon-
ga & cubierto de la principal causa de error que po-
driamos cometer en el transcurso de la investiga-
cion,

Estd demostrado qué rastros de sangre en el te-
jido de la madre dan lugar, en presencia de cual-
quier suero, & la formacién de peptonas por conte-
ner aquellos siempre fermentos proteoliticos respec-
to de la sangre. El hecho se explica porque cualquier
sufusién sanguinea obra como elemento extrafio con
respecto a la sangre que circula y dando lugar, por
lo tanto, 4 la formacién de fermentos especificos

proteoliticos para la albtiimina sanguinea.

RN
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Explicada la razén por la que debe despojarse la
placenta completamente de la sangre que contiene.

Veamos cual es la técnica que debe seguirse para
conseguir este propésito. .

La placenta, que serd el antigeno, debe ser fres-
ca, recientemente expulsada y obtenida en parto
normal, de una mujer completamente sana,.

Se lava la placenta previamente en agua corrien-
te, después se inyecta, por el cordén una cantidad de
solucion fisiolégica, que arrastra mecanicamente la
sangre que puede haber quedado en los vasos; des-
pués se despoja 4 la placenta de todas sus membra-
nas y se la reduce & pequetios trozos. Se separan los
trozos que contengan restos de vasos, lo mismo que
el tejido conjuntivo que reune los cotiledones, los
infartos blancos placentarios y 16s depésitos calcs.-
r'eos que pueda tener la placenta. Estos trozos son
cortatdos de manera g obtener otros mas pequefios
que midan mds 6 menos 4 milimetros de didmetro.

ElTavado de esta placenta, una vez cortada y ex-
primida con trapos esterilizados, debe durar el tiem -
PO que necesite el tejido para tomar una coloracion
completamente blanca, sin vestigios de sangre,

Una vez obtenido el tejido placentario en las con-
diciones establecidas, se le somete 4 la ebullicién

por espacio de 10 minutos en cinco veces su volu-
men de agua destilada, & Ia que se le agregan 5 go-
tas de dcido acético glacial; el objeto de esta ebulli-
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cién es lade coagular bien la albimina placentaria.
Se extrae el tejido, se le seca en trapos esterilizados
Y se le somete 4 una nueva ebullicién en la misma,
cantidad de agua, pero esta vez sin dcido acético.

Las ebulliciones se repiten tantas veces como sea
necesario, hasta que el agua de ebullicién no revele
la presencia de productos susceptibles de dar reac-
cion positiva con el reactivo. Este, que es el que se
usa continuamente en la reaccion, es la ninhydrina,
que tiene la propiedad de dar coloracién azul 6 li-
geramente violeta en presencia de las Peptonas, es
uno de los reactivos mds sensibles. Con el objeto
indicado, se toman 10 c. c. del agua de ebullicién
con una pipeta esterilizada y se coloca en un tubo
de ensayo y se le agrega 1 c. c. del reactivo en so-
lucidn al centésimo, se lo lleva 4 la ebullicién por
espacio de un minuto, se deja, enfriar, y al cabo de
" media hora se lee el resultado; si no toma una colo-
racion azul, se pueds considerar el tejido como des-
pojado de productos dializables ¥, por lo tanto, uti-
lizable; si da coloracién hay que continuar las ebu-
lliciones.

Al final de estas sucesivas ebulliciones, el tejido
placentario debe ser de una blancura absoluta; en
caso contrario, siendo de color gris no sirve, porque
esto nos demuestra que contiene sangre y que seria,
una de las causas de error en las reacciones.

El objeto de usarse hervido el tejido que va 4 ser-
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vir de antigeno de los fermentos proteoliticos espe-
cifico es, en primer término, el tener las albiminas
bien coaguladas y despojadas de productos que
puedan ser una causa de error; en segundo térmi-
no, el tenerlos esterilizados y & cubierto de que gér-
menes puedan dar lugar 4 la formacién de produc-
tos dializables y, por ultimo, el de poder disponer
de una cantidad de tejido & medida que se ofectiian
las reacciones.

La coagulacién del tejido por las ebulliciones su-
cesivas le extrae los productos que pueden ser un
obstaculo para la buena marcha de la reaccidn, pero
no modifica su estructura molecular, que es lo que
interesa, puesto quo en estas condiciones permane-
cerd sensible 4 la accion de los fermentos especifi-
COs que van 4 actuar sobre él.

UI}‘d« vez obtenida la placenta en la forma, estable-
cida, se la coloca conjuntamente con su agua en
un bocal esterilizado entre una capa de cloroformo
por debajo y otra de toluol por encima. En estas
condiciones, se coloca ol bocal en un sitio fresco y
oscuro, consiguiéndose en esta forma, conservarlo
mucho tiempo.

A pesar de todas las precauciones indicadas, hay
que hacer hervir los trozos placentarios siempre an-

tes de utilizarlos.




LA NANGRE

Para extraer la sangre necesaria parala reaccion
se necesitan llenar determinadas condiciones. La
onterma debe estar en ayunas, puesto que la diges-
tion puede dar lugar 4 la formacion de elementos
intermedios de digestién en la sangre, que no cons-
tituyen la molécula definitiva, y si son productos
dializables pueden pasar al través del dializador,
constituyendo una causa de error.

Otra de las condiciones es que la enferma debe
ser examinada clinicamente, puesto que muchas
afecciones pueden dar una reaccién positiva y cuya
causa es necesario conocer.

Estando la enferma en condiciones, se procede &
la extraccion de la sangre, para lo cual se puede
punzar cualquier vena del organismo; pero es mas
comodo y mds facil extraer de cualquiera de las del
brazo; para esto debe usarse una aguja de bisel,
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corto y grueso calibre, para que pPueda salir m4s r4-
pidamente y no ge cragule la sangre y la obstruya;
ésta debe ser estéril Y seca.

La sangre se recogeen vasos de decantacién que,
por su formainfundibuliforme, hacen que el codagulo
se deposite en su parte méds estrecha y el suero que-
de por encima.

Obtenida Ia sangre, se llevan los vasos 4 una he-
ladera y se 1og deja en ésta 4 4 5 horas, tiempo ne-
cesario para que la coagulacién proporcione un
suero en buenas condiciones,

Al cabo del tiempo indicado Y cuando se ve que
sobre el codgulo sobrenada el suero, se extraen con
una pipeta esterilizada 5 C. ©. y se coloca en un
tubo de centrifuga esterilizado; se colocan éstos en
la centrifuga (es mejor 1a eléctrica) y so deja por lo
menos media hora,

Centrifugado e] suero, debe éste tener un color
amarillo claro Y un aspecto perfectamente limpido,
pPuestc que la mas pPequetia cantidad de hemoglo-
bina puede ser causa de error.




[0S DIALIZADORES

Es tan importante este elemento en el método
dialitico, que muchas experiencias contradictorias
han sido interpretadas como causadas por haber
usado malos tubos dializadores.

La bondad de estos elementos estda en que llenen
rigurosamente el rol que van 4 desempeilar en la
prueba, es decir, que sélo sean permeables para las
peptonas é impermeables para las albuminas ¢ sus
productos de descomposicion.

Los tubos dializadores Schleicher y Schiill nu-
ro 579 A, son los aconsejados por Abderhalden
como los mejores para obtener resultados con su
método.

Los dializadores se someten & las pruebas de con-
trol para cerciorarse de sus buenas condiciones, es
decir, verificar si dejan pasar las peptonas y su im-
permeabilidad para los albumindideos, una vez que
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se tenga la certidumbre de que llenan el objeto in-
dicado, se los numera en series. La numeracién se
hace con tinta 4 base de nitrato de plata, colocando
los nimeros en el bordo superior del dializador.

Las pruebas de los dializadores se repiten 4 me-
nudo para comprobar su estado. Las pruebas del
funcionamiento de los tubos con respecto de la al-
bumina se hacen con una solucion de albumina de
huevo al 5 " en agua destilada; conviene hacerse
ésta con suero sanguineo.

Se colocan 20 c. ¢. do agua destilada esterilizada,
en los trascos destinados 4 hacer la reaccion, éstos
debon ser trascos Lrlenmeyer do 30 ¢. c. de capaci-
dad; en el interior do los tulos dializadores se co-
locan 3 ¢, ¢. do 1a solucidn do alimina 6 de suero,
Estas seluciones son introducidas densro de los tu-
bos dializadores por medic de una pipeta osterili-
zada v teniendo la precancion de introducirla hasta
el fondo v no vozar las paredes del tubo.

Los tubos son ablandado- colocindolos durante
un minuato en agua hirviendo; dstos deben guardar-
se en bocules de tapa esimorilada con agua destila-
da estorilizada y con una capa de toluol que los
mantenga al abrigo del aire,

La indicacion de sacar los tubos con pinzas este-

rilizadas es de rigor, porquc si fuoran tomados con

los dedos, la minima cantidad de sudor quo podria




quedar en el tubo podria ser motivo de un resulta-
do errdneo.

Una vez cargado el tubo antes de ser colocado en
el frasco Krlenmeyer, es preciso lavarlo con agua
destilada esterilizada por si hubiera caido alguna

gota en su exterior. Se colocan los tubos en los fras-

cos Erlenmoyor yva preparados. v se cubren los dog
recipientes con una gruesa capa de toluol para que
liv reaccion se ofectiio fuera del contacto del aire,
lHevdndose el todo & la estuia v se lo deja en désta
por espacic de 16 & 18 horas & la temperatura
de 37°

Por medio de la reaceién de la ninhydrina se in-
vestiga la albiimina qae pudo habey pasado al tra-
vés del tube: para ésto se toman con una pipeta

asaptica 10 ¢, e, del dializado. se coloca en un tubo

de ensayo, se lo agrega 7/, de centimetro cibico de
la solueidn de ninhyvdrina al L " . se hacen hervir

un minuto, se deja en reposo, v a la madia hora se
ve el resultado; 51 toma una coloracion violeta, hay
que desochar el dializador, porque deja pasar las
albiimina<. Los tubos que son imperineablasd las al-
buminas se los somete a4 la prucha de la permeabili-
dad de las peptonas. Con oste objete se toma una
solucion de peptona de seda al 1 ", en agua desti-
lacda esterilizada. Se filtra la solucion y e colocan
2

en los dializadores 8 ¢. ¢. de ésta con los mismos

cuidados y en lo misma torma que la soluciéon de
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albumina, procediéndose en todo con la misma, tée-
nica anterior.

Si el dializador en presencia de la, ninhydrina nos
da una coloracién azul ¢ violeta mds 6 menos in-
tensa, se reconocerin como buenos log dializadores,
En esta forma tendremos tubos dializadores que
son impermeables & las albiminas y que dejan pasar
las peptonas, llenando las condiciones exigidas para
poder experimentar con ellos.

Los dializadores se lavan durante media hora en
agua corriente, y luego se los sumerge durante un
minuto en agua hirviendo, guardindolos en boca-
les en la forma indicada anteriormente.



EL AGUA DESTILADA

Es otro do los elementos importantes de la reac-
cién aparentemente secundario. El agua que no esté
bien destilada puede contribuir ‘por el tiempo en
que estard en la estufa & ser una causa de error,
por la pululacién de miecroorganismos que forma-
rian productos que hicieran aparecer la reaccién
como positiva.

El agua destilada constituye el liquido en que
deben ir sumergidos los dializadores, y por consi-
guiente, donde debemos investigar el producto dia-
lizado.

Se la usa también para el lavado de las pipetas
dializadores, tubos de ensayo, recipientes, ete.

El agua debe ser destilada y recientemente esto-
rilizada, guarddndose en frascos de tapa esme-

rilada.







AGCESORIOS DE TA REACCION

La estufa debe marcar con regularidad 37° grados
durante el tiempo en que permanecen los frascos
con sus respectivo dializadores. .La estufa cuando
contiene los dializadores debe funcionar esclusiva-
mente para estos.

Las pepetas, los tubos de ensayo y las varillas de

. vidrio deben ser rigurosamente limpios y esteriliza-
dos.

El reactivo mas sensible encontrado por Abdhe-
rhalden para la albumina, las peptonas, los polipep-
tidos y los dcidos amidos es el hidrato de triqueto-
hydrinidéno que responde & la térmula.

C*H (C 0)? C (O H)?
puesto en el comercio con el nombre de ninhydri-
na. Se presenta bajo la forma de cristales incoloros
soluble en el agua y alcohol funde 4 239° grados.
Se la usa en soluciones al 1 %, en agua destilada y
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dada la facilidad de las decomposiciones 6 conta-
minaciones es conveniente hacer pequeiias cantida-
des, la ninhydrina viene en tubos de 10 centigra-
mos. Esta solucién debe guardarse en frascos oscu-
ros. '

Pava terminar agregaremos los postulados de
Abderhalden:

1.° Observar la mass escrupulosa limpieza du-
rante todo el trabajo, respecto de la mesa y utiles
que deben ser rigurosamente limpios y esterilizado.

2. Hacer uso de agua destilada y esterilizada:
la no observacién de este precepto puede abrir 1a,
puerta & numerosas causas de error, puesto que la
presencia de gérmenes en el agha que se destina
para el dializado, puede por si sola explicar una
reaccion positiva.,

3.° Hacer uso de una estufa regular en su fuente
de calor y de uso esclusivo para las reacciones.

4.> Disponer de suficiente nimero de utiles &
instrumentos, los que estando en las condiciones ya
enunciadas dispondran cada uno su lugar corres-
pondiente en la mesa de trabajo.

5. Trabajar con luz natural para interpretar las
variaciones de coloracién que puede dar la ninhy-
drina.

6. No efectuar mayor numero de 6 &4 7 investi-
gaciones por vez.



PREPARATIVOS

Disponiendo de todo el material descripto y lle-
nadas rigurosamente las condiciones indicadas an-
teriormente se pueden efectuar las reacciones.

Los frascos en los cuales se depositardn los tubos
dializadores son numerados en cantidad suficiente
para poder disponer de tubos testigos, en cada uno
‘de ellos se vierten 20 c. c. de agua destilada este-
rilizada.

Por medio de pinzas esterilizadas se toman los
dializadores numerados que estan en los bocales, y
en los cuales se coloca con la pipeta 3 c. c. del suero
& analizar. Se extrae con una pinza esterilizada tro-
zos del antigeno que pesen medio gramo, y se en-
troduce dentro del dializador, este dltimo se lava
en su cara externa con agua destilada esterilizada,
por si hubiera caido alguna gota de suero sanguineo
se le agrega una capa de toluol y se introduce den-
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tro del frasco, al liquido que contiene este se le
agrega también toluol. Toda la carga se lleva 4 la
estufa y se la tiene d, 37° grados durante 16 4 18

horas.

Prueba.—Después de retirar Ics frascos de la es-
tufa se toma con una pipeta esterilizada 10 c. c. del
agua destilada que rodea e! dializador y se coloca
en un tubo de ensayo esterilizado agregdndole 2/,
de centimetro ciibico de solucion de ninhydrina al
1Y%, se lleva esto 4 la ebullicién durarte un minuto,
si el liquido toma una coloracién violeta, la reaccién
es positiva, si queda claro é amarillento es negativo.

La escala de coloracion de los tubos en la reac-
cidn, es la siguiente. liquido incoloro ¢ amarillento
negativo (--), color rosa p()sitiva( +), violeta positi-
Vo (~|—) violeta oscuro (4--}-) fuertemente positivo.

Amenudo la reaccién colorante no aparece inme-
diatamente razén por la cual siempre hay que espe-
rar f)m' lo menos media hora para ver el resultado.

Los tubos testigos estin constituidos por suero
solo dentro de los dializadores todas las veces que
estos den reaccién positiva es necesario considerar
la experiencia como nula: se producirda esto si ol
suero contiene trazos de glébulos blancos ¢ bien
contiene dcidos amidados; un segundo testigo es
constituidos por la albimina sola, si él da una reac-
cidm positiva hay que rechazar el antigeno. Se po-
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dria agregar un otro testigo hacéndolo con el suero

2

calentado & 58° durante diez minutos, no debe dar

reaccion.

Para que una reaccién positiva tenga un valor

exacto es necesario que estos testigos den reaccion

negativa.

Debe insistirse y cuidar de todos estos detalles

de técnica, las faltas de Iprecauciones multiplican

las causas de error, y las practicas de estas reaccio-

nes son delicadas, por lo que es necesario ser muy

meticuloso.







CAPITULO 1V

RESULTADOS

.

Los trabajos de Abderhalden, por la importancia
del argumento, por la autoridad como por la serie-
dad del autor, despertaron gran interés & los clini-

‘cos y estudiosos; en seguida una cantidad de ellos
se dedican & experimentar el nuevo método y en
particular el de la dialisis.

El autor de la reaccién afirma que los métodos
probados en una gran cantidad de casos, no han fa-
llado ninguna vez.

Algunos, como Ling, han introducido modifica-
ciones al método dialitico, modificaciones que son
rechazadas por Abderhalden, el que insiste de ate-
nerse exactamente 4 la técnica que él indica, si no
se quiere incurrir en causas de error.
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Resultados francamente positivos obtuvieron en
Alemania Franz, Pfeiffer, Piorkowski, Henkei, Mu-
rray, Hendry.

En Italia, Decio, Ferray y muchos otros.

Schinopert y Hendry presentaron 316 casos, de
los cualas 237 son negativos por defecto de técnica;

los 76 restantes, positivos.

En su trabajo analizan todas las causas de error
que explican los malos resultados obtenidos; uno de
los principales es la mala preparacién de la placen-
ta y el uso de suero hemolitico.

Stange acusa un éxito absoluto, quien en 73 ca-
s0s de embarazo ha obtenido resultados positivos
en todos. En los casos no grdavidos ha obtenido
siempre resultados negativos. .

Macabruni presenta una estadistica abundante
con resultados positivos; este autor presenta reac-
ciones do control con sangre de hombre, los que le
dan resultados negativos con la reaccién. También
somete 4 la reaccion la sangre fotal, con lo que ob-
tiene también resultados positivos. Utilizando el li-
quido amnidtico en vez de suero sanguineo, la reac-
cién da siempre resultado negativo.

Robin, Fiessinger y Broussalle, presentan un tra-
bajo de investigaciones del fermento de defensa con-
tra el higado en las enfermedades hepdticas, soste-
niendo que en todos los sujetos indemnes de lesiones
hepidticas la reaccién os siempre negativa. Llegan-
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do 4 la conclusiéon de que en las afecciones hepati-
cas la investigacion del fermento de defensa (Ab-
derhalden) es de un alto interés.

El permite de seguir, no la insuficiencia funcio-
nal, pero si el ataque lesional del parénquima hepa-
tico. Bajo el punto de vista practico, no aporta nada
de nuevo & la clinica para ayudar & resolver los
problemas sobre diagndstico y prondstico.

Obregia y Pitulesco aplican la serorreacciéon de
Abderhalden por el método de la dialisis en 30 ca
sos de demencia precoz. l.a constancia relativa de
la reaccion para un valor prondstico, significando la
persistencia de la disfuncion. En cuanto al diagnds-
tico diferencial de la demencid precoz y las otras
enfermedades mentales, basada solamente sobre
esta serorreaccién, parece & los autores muy poco
segura; por lo tanto, la sero-reaccion seria un po-
deroso adyuvante al todo de los otros signos cli-
nicos.

De Lorie hace investigaciones sobre la sero-reac-
cién, estudiando el suero de 29 mujeres, de las cua-
les 13 estaban embarazadas; 4 ya habian tenido su
parto, de las cuales una habia tenido un feto mace-
rado, sifilitico; de todos estos, 7 dieron resultados
negativos y b dudosos.

De 18 hombres, 6 resultados positivos, 8 negati-
vos y 4 dudosos. El autor concluye diciendo:

1.° Que la reaccién de Abderhalden en la forma .
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actual, no es mds que un débil recurso para la cli-
nica.

2. Que suinterés biolégico, al contrario, es con-
siderable y debe llevar 4 los experimentadores &
precisar su determinisino exacto.

M. Bar dice que en sus primeros trabajos ha ob-
tenido algunos resultados dudosos; pero agrega que
hoy, empleando la técnica precisa de Abderhalden,
él obtenia siempre resultados positivos en las muje-
res embarazadas.

Veit publica una estadistica sobre 250 reacciones
efectuadas por el método dialitico; entre estos ca-
808, presenta algunos de embarazo ectdpico; en to-
dos éstos los resultados de la reaccion han sido po-
sitivos. .

Abderhalden y Schiff, en sus tltimas comunica-
cioneg sobre la manera do comportarse el suero
sanguineo de conejas prefiadas, respecto de 6rga-
nos diferentes. Dicen que la especificidad de los
fermentos defensores es positiva siempre que se
trabaje bien, respecto de Ia placenta y que cuando
en el embarazo son destruidos otros tejidos que no
sea éste, hay que atribuirlo 4 errores de técnica.

Entre nosotros, el que se ha ocupado mds en ha-
cer estas reacciones es el Dr. J. A. Gabostou en la
Maternidad del Hospital San Roque, el que, como
resumen de su trabajo, dice: que ha aplicado el mé-
todo dialitico de Abderhalden en 133 casos, que se
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descomponen en 100 embarazas y sospechadas de
tales segun la época de la gestacién, y 83 casos de
no embarazadas que servian de control de las pri-
meras.

Los resultados fueron positivos en los primeros
casos mencionados; en todos los casos ha obtenido
resultados negativos con el suero solo, y positivo
con ese elemento, mas el érgano respecto del cual
se deseaba descubrir la especificidad de los fermen-
tos contenidos en el primero.

Los resultados arrojados por la serie de control
parece desvirtuar ese aserto en algunos casos, pero
siempre ha podido descubrir las causas de error, de
los restantes las causas las da el autor de la reac-
cién que dice que los malos resultados son debidos
4 errores de técnica.

Guardado, en su tesis, nos presenta una estadis-
tica de casos observados, en los que las embaraza-
das daban reaccién positiva, en los embarazos ects-
picos y los abortos daban igual reaccién,

Presenta una estadistica de reacciones con san-
gre de hombre, los que sirven de control todos los
que dan reaccién negativa. Los varios casos pre-

sentados sobre tumores anexiales también traen

resultados negativos en las reacciones.







CAPITULO V

OBSERVAGIONES PERSONALES

Posesionados completamente del método con un

entrenamiento meticuloso;

Obtenido todos los elementos necesarios para la

reaccién y llenando escrupulosamente las indicacio-
_nes, para ponerse a cubierto de las causas de error
sefialadas por el autor del método,

Procedimos 4 efectuar las reacciones con sangre
de embarazada sanas de la Sala Maternidad del
Hospital Alvear.

En todos los casos de embarazadas hemos obte-
nido siempre reacciones con resultados positivos,
confirmandolos mds tarde con los signos de certi-
tud del embarazo, lo mismo que con los partos co-
rrespondientes.

En los casos de embarazadas en sus comienzos,

obtuvimos resultados pusitivos en las reacciones,
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habiéndolas seguido durante un tienipo en la evo-
lucién, que en sus comienzos con signos de presun-
ciones, hasta obtener signos de certitud.

En los casos de embarazadas enfermas también
las reacciones han dado resultado positivo, debien-
do hacer notar que las sero-reacciones en las eclamp-
ticas resultaban generalmente més fuertemente colo-
readas,dandonos reacciones francamente positivas.

En algunos casos en que usamos sangre de en-
fermas asistolicas, con nefritis azotémica, que no
estaban embarazadas, han dado una reaccién dé-
bilmente coloreada, obteniendo una reaccién clasi-
ficada por su coloracion de dudosa ().

Esta enferma tenia 0,75 °/,, de urea en la san-
gre, investigada por medio del ureémetro de Ivan.

En un caso de contraprueba de la existencia de
los férmentos, con sangre de hombre, obtuvimos
igual resultado; se trataba de un seudo asmdtico con
nefritis azotémica.

Los casos de contraprueba efectuados con sangre
de hombre, los haciamos con enfermos que padecian
atecciones que suponiamos podrian producir fer-
mentos, que actuarian sobre las albuminas placen-
tarias, pero en todos los casos observados, salvo el
ya indicado, todos los demsds nos dieron una sero-
reaccién negativa.

Los resultados de las reacciones se encuentran
catalogados en los cuadros adjuntos:
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CAPITULO VI

GONGLUSIONES

1.2 La reaccién dialitica de Abderhalden cons-
tituye un medio eficaz para el sero-diagnéstico del
embarazo. ,

2.2 La sero-reaccién se produce desde el co-
mienzo de la prefiez y perdura por lo menos mas
de diez dias después de haberse producido e! parto
.6 aborto.

32 Las complicaciones habituales del embarazo
y el puerperio no parecen tener influencia sobre el
curso de la reaccidn.

42 En los embarazos extra-uterinas la reaccion
se manifiesta netamente positiva.

5.2 En las mujeres no gravidas y en el hombre,
tanto en estado de salud como en los patoldgicos,

la reaccion es negativa.







Buenos Aires, Mayo 11 de 1914

Nombrase al sefior Consejero Dr. Enrique Bazterrica, al
profesor titular Dr. Pedro G. Pando y al profesor suplente
Dr. Ubaldo Fernandez, para que, constituidos en comisién re-
visora, dictaminen respecto de la admisibilidad de la presente
tesis, de acuerdo con el art. 4.° de la Ordenanza sobre exi-
menes.

L. GUEMES
J. A. Gabastou

Secretario

Buenos Aires, Mayo 27 de 1914

Habiendo la comisién precedente aconsejado la aceptacion
de la presente tesis, segiin consta en el acta nimero 2799 del
libro respectivo, entréguese al interesado para su impresion,
de acuerdo con la Ordenanza vigente.

L. GUEMES
J. A. Gabastou

Secretario







PROPOSICIONES ACCESORIAS

I

‘iludicaciones de la reaccion de Abderhalden.

E. Baczterrica.

I

Bases cientificas de la suero-reaccion de Abderhalden y su
adero valor en el diagnoéstico precoz del embarazo.

P. G. Pando.

III

Valor de la reaccion de Abderhalden en la interpretacion
los fenomenos biologicos de la gestacion.

U. Ferndndez.
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