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Cumpliendo con una prescripecién reglamenta-
ria de la KEscuela de Medicina, someto a la conside-
racién de vuestro elevado criterio el presente tra-
bajo, con el cual pretenda dar eumplimiento a la
altima prueba escolar para optar al titulo de doctor
en Medicina.

Este trabajo versa sobre: Contribucion al estu-
dio de las hemolisinas. Trabajo al cual vengo dedi-
candome desde hace tiempo y que seguiré estudian-
dolo, por ser un tema de cuyo estudio obtendré, a
no dudarlo, resultados provechosos.

Las hemolisinas de los sueros eran ya conocidas,
desde los trabajos de Ponfik, 1874, y Landois, 1875,
sobre la transfusién de la sangre. Pero es sobre
todo Bordet, en 1898, a raiz de las experiencias de
Belfanti y Carbonne sobre la toxicidad de los sueros
de los animales que han sufrido inyecciones (vacu-
nacién) sucesivas de sangre defibrinada de especies




diferentes. Las hemolisinas artificiales 0 especifi-
cas han sido posteriormente estudiadas por un gran
nimero de autores.

Bordet, aplicando a los glébulos rojos sus co-
nocimientos adquiridos sobre las acciones bacteri-
cidas, demostré la accién especifica ejercida sobre
los glébulos rojos, por el suero de los animales pre-
parados, era debido, en realidad, a dos substancias:
la alexina y la sensibilizatriz.

Ehrlich y Morgenroth, experimentalmente, 1le-
garon a las mismas conclusiones que Bordet y pu-
dieron demostrar y designaron las dos substancias
constitutivas de las hemolisinas, mediante una ter-
minologia diferentes, llaman “complemento’’ a la
alexina y “amboceptor’” a la substancia sensibili-
zatriz. .

Las hemolisinas pertenecen a la categoria de
las.lisinas celulares, cuyo mecanismo de aceién ha
sido bastante bien dilucidado en estos 1ltimos afios.

-El estudio de las hemolisinas, es menester de-
cirlo, ya que la teoria humoral es de actualidad, em-
piezan a llamar la atencién de los biologistas inme-
diatamente después de las comunicaciones de Bor-
det. Desde el afio 1887 3 1900, sélo 1lamé 1a atencién
la aceién de la toxicidad sérica, a tal punto que la
aceién hemolitica pasé desapercibida, a pesar que,
las dos propiedades de los sueros sanguineos: toxi-

T




cidad y hemolisis, estdn en tltima relacién, y, cuyos
estudios debieron ser correlativos.

Debemos hacer resaltar que en el eurso de ese
periodo, bajo el impulso dado por M. Bouchard,
fueron sobre todo los médicos patologistas que se
ocuparon de la cuestién. Se esforzaron de recono-
cer las modificaciones de la toxicidad en el suero de
individuos atacados de diversas enfermedades, en
particular de aquellas consecutivas de autointoxi-
caciones.

Pudieron apercibirse luego que los resultados
obtenidos por ese método, estaban muy lejos de ser
satisfactorios, y las tentativas no lograron seguir
adelante. ’

Fué entonces que las investigaciones de Bor-
det y sus comunicaciones, como también las de Bel-
“fanti y Carbonne, abrieron el estudio de las hemoli-
sinas naturales y especificas de los sueros.

Los autores alemanes aprovecharon los hechos
experimentales de éstos, ensayaron y llegaron, Eh-
rlich y Mongenroth, a explicar con ayuda de hipote-
sis, hechos evidentes, sancionados desde entonces.

A pesar de todo, se supuso que las propiedades
adquiridas por los sueros, eran debidas a substan-
cias no aisladas atn en la hora actual y a las cuales
se les did el nombre de hemolisinas.

Las hemolisinas puestas en evidencia por Bor-
det, existen sélo en los sueros preparados, y son por




esa simple razén llamadas artificiales o especificas,
las cuales deben distinguirse de las substancias he-
moliticas que se encuentran en mayor o menor gra-
do en todo suero fresco ¥ que se denominan: hemo-
lisinas naturales. HEstas, a la vez, se subdividen se-
gUn su aceién, como veremos en el eurso de este tra-
bajo en: autohemolisinas, isohemolisinas Yy héterohe-
molisinas.

Estas son las hemolisinas que nos interesan, las
cuales investigaremos en el suero humano, en el
curso de las diferentes afecciones,

In la hora actual, el estudio de las hemolisinas
se ha intensificado de tal modo, que por medio de
estos anticuerpos se tratan de demostrar muchos
hechos, hasta ahora in0()mpren§ibles.

Chauffard, en el Congreso Francés de Medi-
cina, de 1911, al tratar sobre el rol de las hemolisi-
nas en patologia, dice: ‘‘la interpretacién teérica
““ de los hechos queda librada a una discusién con-
““ tinua ¥ queda demostrado que la intrincante reac-
“cién de los procesos fisiolégicos, demuestran la
‘“ aceién singularmente compleja del bazo, del hi-
““ gado y de los hematies’’.

FEn el eurso de sus investigaciones sobre la na-
turaleza hemolitica de 1a icteria congénita del adul-
to, considera, por las razones de orden clinico y
anatomo-patolégico, que el rol del bazo era prepon-

derante y admite el origen probable del proeeso en




1a hiperesplenia y en la espleno-hemolisis. Pero en
la actualidad, M. Nolf, de quien se conoce todo el
rigor cientifico y la habilidad téenica, nos presenta
las experiencias mas demostrativas e inferesantes
al respecto. Nos demuestra toda la importancia de
la funecién hemolisante del bazo, al mismo tiempo
que sus curiosas relaciones con la accién del plasma
v de la célula hepatica; nos suministra una nueva
prueba de esa ley tan general en biologia; la vida
normal es un juego delicado de fuerzas contrarias

compensadas: un equilibrio; como la vida patolégica
es una ruptura pasajera o durable de ese equilibrio
tormal.

J. Troisier llega a la conelusién v lo demuestra
experimentalmente que el bazo tiene un auto poder
hemolitico. El tejido esplénico contiene una verda-
dera hemolisina, segin ese autor, no se encuentra
ligada a ningin proceso mérbido v existe sobre todo
al estado fisiolégico.

Igualmente ha demostrado la existencia de un
poder hemolitico de ciertos érganos, como el higa-
do, pulmén y rifién; no habiéndolo observado atin
en el testiculo, en los misculos y en el cerebro. Mas
bien cree que éste ltimo 6rgano posee un verdadero
poder anti-autohemolitico.

El presente trabajo constara de dos partes. En
la primera parte nos concretaremos al estudio del
fendmeno o proceso de la hemolisis, es decir, las
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substancias globulisantes, como también trataremos
el mecanismo que la produce. En la segunda parte
nos concretaremos al estudio experimental de los
diferentes poderes .hemoliticos de un mismo suero
al estado normal y durante los intercambios; los
métodos de experimentacién y del dosaje aléxico, y
por tltimo del estudio de las hemolisinas en los sue-
ros al estado patolégico.

Antes de terminar este prélogo, sélo nos resta
dejar constancia de que el presente trabajo ha sido
efectuado en el Laboratorio del servicio de Cliniea
Médica del Dr. Rodolfo Lemos, Pabelln 4.° (arri-
ba) del Hospital Rivadavia.




Primera Parte

Los agentes globulisantes
y mecanismo de la hemolisis

.

CAPITULO 1I. — Hemolisis por el agua destilada.

» IX. — Hemolisis por agentes quimicos.
» III. — Hemolisis por agentes fisicos.

> IV. — Hemolisinas.

> V. — Sueros hemoliticos.

AFPENDICE. — Venenos amniales hemoliticos y Bacteriolisirias
y antihemolisinas.







Los agentes globulisantes y mecanismo de la
hemolisis







La disolucién del glébulo rojo, la separacién
de la hemoglobina de su estroma constitutivo, es el
fendémeno que se conoce con el nombre de hemolisis
de hemos, sangre y lisis, disolucién. s evidente
que la esencia de este proceso consistente en la sa-
lida dg la hemoglobina del interior del glébulo rojo,
para lo cual es de imprescindible necesidad que ha-
van fuerzas o substancias extrafias que acttien so-
bre los hematies, alterando las condiciones normales
del estroma, haciéndole perder su capacidad de
mantener la hemoglobina, o que se rompa el equi-
librio fisiolégico existente, segtin Nolf, entre las
substancias que constituyen el suero, el estroma glo-
bular y los elementos solubles del hematies.

Los glébulos rojos constan:

1° De un protoplasma extremadamente pa-
lido y friable: el estroma.

2. De una materia colorante o hemoglobina,
que se fija en el estroma por fuerzas atin descono-
cidas.
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, consta de diversas substancias que
svemente a continuacién, a fin de po-
ones de abordar con mayor fali-

e proceso de la hemolisis. Estas

. — Kl estroma seco de los glé-
fiene 2[3 partes de albuminoides;
6, el albuminoide principal es una

yara otros autores se trataria de un
9. En los nicleos de los eritrocitos
ue eina compuesta de acido nuclei-

L
as. — La grasa neutra no existe en los

en cambio, se encuentra la colestea-

libre, no combinada con los acidos),
. Las substancias solubles en aleohol,
formo (segiin Pascucei), constituyen la
> la substancia seca.

de carbono. — Hasta hace poco
dm tia generalmente que el azdcar de
itraba en los gléhulos rojos, sino so-
el plasmo. T,0s glébulos contienen en
: mbstancm reductora, que es glucosa

ido normal debe ser igual a la cantidad
el plasma.




4.° Compuestos orgdnicos. — La direa esta pro-
porcionalmente repartida entre los glébulos y el

suero.

Se encuentran también vestigios de acido lac-
tico.

5° Agua. — La cantidad de agua representa

aproximadamente un 60 olo.

6.° Substancias tnorgdnicas. — Estan repre-
sentadas especialmente por combinaciones de sales
de potasio. Los acidos, fosférico y sulfarico, en-
contrados en las cenizas, no estdn preformados en
los hematies. Fl acido fostérico procede de la com-
bustién de la lecitina; el acido sulftrico de la com-
bustién de la albimina.

Los hematies (segiin Koeppe) tienen una mem-
brana semipermeable que los rodea; esta membrana
tiene en su composicién substancias muy parecidas
a las grasas; a esas substancias se las conoce con el
nombre de lipoides. La destruccién o rasgadura de
esta membrana da a la sangre el aspecto transpa-
rente, cualidad que adolece al estado normal.

Inmnumerables son las fuerzas extrafias que ac-
taan sobre los hematies, ya sean quimicas o fisieas,
ete., las que serdn motivo de un especial estudio, en
la primera parte de este trabajo; siendo todas esas

fuerzas altamente perjudiciales para la capacidad
vital del hematie.







CAPITULO I

Hemolisis por el agua destilada

(Tension osmotica e isotonia)







La accién del agua destilada sobre el hematie
es sumamente importante en el estudio de la globu-
lolisis, y es imposible hacelo en forma completa y
razonada sin el concurso de la accién osmética.

La interpretacién cientifica del fenémeno de
la hemolisis data desde los Gltimos afios del pasado
siglo y de los primeros del presente.

Cuando se introduce en un pequeiio tubo que
contiene agua, una cantidad minima de una dilucién
al 1|250 de sangre defibrinada, se constata inmedia-
tamente la coloracién amarillo-rojiza, o rojo obs-
curo, segin la cantidad de sangre empleada. ILos
glébulos rojos han cedido al medio en que se en-
cuentran parte de su hemoglobina, la cual se ha di-
fundido en el agua. Si la dilucién de la sangre co-
rresponde a un indice muy débil, se puede constatar,
dejando el tubo en reposo durante cierto tiempo,
0 mejor aun centrifugando, que no existe en el fondo
depdésito alguno. Agitando el mismo tubo después
de haberlo centrifugado, no modifica en lo mas mi-
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nimo el aspecto del liquido, no hay enturbiamiento
alguno. Esto significa, bajo el punto de vista ma-
croseopico, que la destruceién globular se ha efec-
tuado; la hemolisis de la solucién de sangre defibri-
nada ha sido total.

En cambio, pasa todo lo contrario si el tubo
es de calibre pequefio, el volumen de agua destilada
es relativamente débil en relacién con la sangre em-
pleada, se constata después de cierto reposo, o cen-
trifugando un ligero depésito de aspecto viscoso,
de color rojo, que agitando enturbia el liquido.

Tal es el fenémeno, pero es necesario examinar
al microscopio las modificaciones sucesivas que pre-
sentan los hematies en presencia del agua. [Esta
tiene una accién nociva tan rapida para los glébulos
rojos que los diversos estados del proceso hemoli-
tico son de dificil observacién. Si por ejemplo co-
locamos una gota de sangre sobre un porta-objeto
¥ lo recubrimos con un cubre, e introducimos bajo
¢l eubre por capilaridad una gota de agua, vemos
casi -instantdneamente a los glébulos cercanos a la
periferia (los primeros sometidos a la accion del
agua introducida) aumentar rapidamente de volu-
men, se aclaran y terminan por hacerse invisibles.
En cambio, introduciendo bajo el cubre una gota de
glicerina salada, los discos de color invisible se re-
traen instantineamente.

El mecanismo intimo de 1a aceién del agua des-




— 61 —

tilada sobre los glébulos rojos, qued6é durante mu-
cho tiempo sin interpretacién. Se sabia perfecta-
mente que en ese fenémeno se efectuaba, la separa-
cién de la hemoglobina del estroma constitutivo del
glébulo. ; Pero bajo qué influencias se efectuaba esa

.separacion? Era lo que no podia explicarse. En

esa época se contentaban los autores de hablar de
la accién téxica del agua, sin preocuparse en deter-
minar la naturaleza de esa accién. La manera de
encausar el fenémeno cambié el dia en que se estu-
dié con detalles las modificaciones sufridas por los
glébulos rojos en presencia de soluciones salinas de
diferente conecentracién.

Es entonces que Hamburger pudo dar una ex-
plicacién cientifica de la hemolisis por el agua des-
tilada. Habiendo observado que los glébulos rojos
nucleados de diferentes especies puestos en presen-
cia de soluciones cada vez méas débiles de cloruro de
sodio, como también de otras sales; los glébulos se
hinchan cuando la solucién adquiere cierto limite,
vy es en soluciones inferiores sobre todo cuando el
glébulo empieza a perder su hemoglobina. Ham-
burger fué llevado por deduccién ligica de los he-
chos a introducir nociones relativamente antiguas,

como las de: presién osmética, de isotonia o de

equilibrio molecular y asimilar bajo cierto grado
el estroma globular a una membrana semiper-
meable.
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En vez de concebir la hemolisis como resultado
de una accién quimiea, cuya naturaleza no era
explicable, introdujo a los efectos de llegar a
conclusiones satisfactorias concepceiones de orden
puramente fisicas que verificadas posteriormente
resultaron de un valor inapreciable en sus aplica-
ciones practicas.

Hamburger no hizo mas que aplicar los cono-
cimientos ya establecidos.

De las primeras investigaciones efectuadas so-
bre la aceién de las soluciones salinas, llegé a cons-
tatar ciertos fenémenos en un todo comparables a
los observados por H. de Vries, en la accién de las
mismas soluciones salinas sobre las células de los
vegetales.

Habiendo agregado a $oluciones de nitrato de
potasa, en concentraciones decrecientes, una misma

“cantidad de sangre de buey defibrinada, después de
agitar y dejarlas en reposo, pudo ver que en las
‘primeras soluciones (1,15 1,08; 1,06;. . . 1,02 olo)
los glébulos rojos habianse depositado en el fondo
de los tubos sin haber comunicado al liquido tinte
alguno; mientras que, en las otras soluciones, si-
guiendo en el orden decreciente, habfan tomado una
coloracién roja y, tanto mds roja, mientras més dé-
bil era la solucién. Tenemos entonces que en la so-
lucién de nitrata de potasio a 1,02 o|o los hematies
conservan su hemoglobina, mientras disminuyendo




la conecentracién de la solucién a 1 oo pierden ya
una parte de su hemoglobina. Xste fenémeno 1i-
mite, principio de la hemolisis, correspondia exac-
tamente al principio de la plasmolisis observada,
como ya se ha dicho, sobre la célula vegetal por H.
de Vries.

Pero esa analogia no se concreta a esto tinico.
Continuando sus investigaciones con soluciones de
diferentes sales alcalinas y alcalino-térreas, como
por ejemplo (Na Cl, Mg SO%, Ca C12, KI, Nal,
KBr, K. 804, Mg Cl2, Ba C12). Hamburger pudo
llegar a comprobar v demostrar que para esas di-
ferentes sales, las soluciones en las cuales se mani-
Testaba un principio de hemolisis eran isoténieas,
en relacion con los resultados obtenidos por H. de
Vries. Iistos resultados pueden reasumirse dicien-
do que: las concentraciones que corresponden al 1i-
mite de la hemolisis son equimoleculares; tienen el
mismo punto de congelacién y misma tensién osmé-
tica.

Las cifras que obtuvo Hamburger mediante el
método de los glébulos rojos, son en un todo con-
cordantes con los obtenidos por H. de Vries, me-
diante el método de la plasmolisis de las ecélulas
vegetales.

Por otra parte, asi como se establecieron los
resultados definitivos para la sangre de buey, fue-
Ton encontrados igualmente los correspondientes
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para la sangre humana, de caballo, de pijaro, de
pescado, de rana, ete. Sélo las cifras absolutas di-
fieren de una especie a otra; pero las relaciones son
siempre idénticas.

Hamburger, con los resultados obtenidos, llegé
a admitir que las soluciones salinas limites, tenfan
una tensién osmética sensiblemente igual, ligera-
mente superior a la del propio glébulo rojo. De
ahi dedujo que esas mismas soluciones eran isotd-
nicas al suero normal del individuo, en las cuales
los glébulos rojos permanecian intactos. Y pudo
demostrar lo precedente mediante la siguiente ex-
perimentacién :

“Habiendo observado que los hematfes de la
““rana permanecian inalterables en una solucién
** de cloruro de sodio al 0,64 olo, constaté que para
* que se produzea la hemolisis era necesario adi-
“ cionarla en 2,5 volumen de agua. Y es precisa-
““ mente esa misma cantidad la necesaria de agregar
“ al suero normal de rana, para poder observar una
*“ ligera difusién de la hemoglobina .

Resultados igualmente satisfactorios fueron
obtenidos, por este autor, con suero de buey, de ca-

-ballo y de pajaros.

Para confirmar sus bien fundadas interpreta-
ciones, eché mano de otros dos métodos: el criosco-
pico y el del hematocrito.

El método ecrioseépico estd basado sobre la de-
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terminacién del punto de congelacién de los sueros
y de las soluciones supuestas isoténicas. Estos es-
tudios ya habian sido efectuados por Dresser, y
Hamburger los repitié, demostrando la isotonia de
las soluciones limites y la de los sueros.

Para el segundo método, Hamburger recurrié
al pequeno aparato que Hedin hizo conocer en el
afio 1891 con el nombre de hematocrite, aparato
ideado con el objeto de determinar aproximada-
mente el ntimero total de glébulos rojos de la sangre.
Este aparato funciona mediante una fuerza eentri-
fuga. Hstid constituido por una pequefia pipeta,
regularmente calibrada y graduada. La sangre es
introducida por aspiracién v la pipeta de inmediato
es herméticamente cerrada mediantes placas de
caoutchoue, es fijada a una centrifuga a mano, que
da 6.000 revoluciones por minuto. Al eabo de 15 6
20 minutos, el volumen ocupado en la pipeta por el
depésito globular es constante.

Tenemos entonces que una cantidad de sangre
en contacto con las soluciones consideradas como
isoténicas, debian en un tiempo igual dar también
un depésito globular igual; es lo que se pudo cons-
tatar experimentalmente. Al mismo tiempo demos-
tré que para una misma substancia, el volumen glo-
bular estd en razén inversa del grado de concentra-
cién,

Asi tenemos que, la isotonfa de las soluciones

.
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limites, entre ellas y la de los sueros normales, que-
daba establecido, mediante los euatro métodos per-
fectamente concardantes: de la plasmolisis de H.
de Vrier, de los glébulos rojos de Hamburger, de
la crioscopia de Dreser v Hamburger y por el he-
matocrito de Hedin y Hamburger.

Hedin introdujo en el método de los glébulos
rojos la nocién de la disociacién parcial de las mo-
léculas electroliticas en jones, de cuya nociéon Arrhe-
nius (1) habia llamado la atencién.

Es sabido que los iones se comportan como mo-
léculas mismas, y la tensién osmética de una solu-
cién es tanto mas eclevada cuanto mas fuerte es la
disolucién de las moléculas salinas en iones.

Ahora, con lo tratado hasta aqui, podemos con-
cebir como se opera la destruccién de los glébulos
rojos en las soluciones salinas diluidas vV cuyo me-
“canismo es idéntico para el agua destilada.

Los glébulos rojos estan constituidos esencial-
mente por una pared protoplasmatica, por una red
de tabiques que transforman el interior del glébulo
rojo, en infinito nimero de Pequenias vacuolas. Es-

(1) Arrhenius admite que todas las substancias de las solucio-
nes que conducen la electricidad (electrolitos) son en parte disocia-
dos en sus propias soluciones. Cada molécula es dividida en dos
0 méas atomos o grupos anatémicos cargados de electricidad de
nombre contrario. Esos atomos o grupos anatémicos se llaman
iones. Bajo el punto de vista de la tensién osmética cada ions,
Jjuega el rol de una molécula.




tas vacuolas encierran un contenido liquido, el cual
contiene a la vez substancias en solucién: una ma-
teria colorante, la hemoglobina y sales, siendo las
principales cloruros y fosfatos alealinos, ete., ya
estudiadas en el presente capitulo.

El contenido intraglobular presencza una ten-
£ién osmética que al estado normal ey equivalente
a la tensién osmética del suero que bafa a los glé-
bulos rojos. Tenemos que la isotonia es perfecta
entre ambos medios, externo e interno.

El estroma globular desempefia el rol de una
membrana permeable al agua, impermeable con res-
pecto al eontenido globular. T.a tensién osmdtica
del contenido exterior viene-a quedar tan bajo en el
caso del agua destilada, que se establece una co-
rriente de agua del exterior al interior del glébulo,
a través de la membrana protoplasmatica.

El glébulo aumentara entonces de volumen. Ese
aumento de volumen se traduce por las modificacio-
nes que experimenta en si, aumentando su didmetro
normal que de 7 micrén 60 puede llegar a tener 7
mierén 80, momento después de haber empezado la
hemolisis.

Pueden practicarse las mesuraciones de los gl6-
bulos mediante la regla globulimétrica y siguiendo
las indicaciones establecidas por Malassez.

La membrana protoplasmatica del glébulo rojo
se encuentra distendida, pero esta distencién tiene
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un limite. Este limite estd en relacién con la elas-
ticidad de la capa parietal protoplasmaética. De lo
expuesto deducimos entonces que si la tensién os-
mética exterior es muy déhil o nula, los glébulos
rojos aumentarin de volumen, de tal manera que
en un momento dado la membrana protoplasméitica
estallard: veremos entonces en este momento a la
hemoglobina difundirse en el medio exterior. Ma-
croseépicamente es el principio de la hemolisis.
Fenémenos inversos, pero del mismo orden, se
observan cuando se introduce glébulos rojos en so-
luciones cuyo poder osmético es superior al conte-
‘nido de los hematies. Ta corriente de agua destila-
-da se establecerd cntonces del interior del glébulo
hacia el exterior; se efectda, en una palabra, la ex-
pulsién de una parte del agua que lo constituye y
traerd como consecuencia la disminucién del volu-
men de los hematies v tomaran el aspecto de bolas.
espinosas, transformacién que se observa facilmen-

“te en las diluciones salinas de sangre, sometidas a

una desecacién lenta o progresiva, o como se obser-
va también en las orinas que contienen sangre (he-
maturias) de una densidad eclevada YV cuyo indice
crioseépico es muy hajo.

i Qué pasa con el estroma, después de la expul-
sién de su hemoglobina? No ha sido destruido por-
el agua destilada. Esta, concreta su accién a la.
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separacion de la hemoglobina del estroma ; sélo has-
ta aqui llega su poder destructor.

El estroma globular forma en el fondo del tubo
un depésito invisible macroseépicamente, cuando se
trata de sangre humana sometida a la acecién del
agua destilada. Si se efectiia la hemélisis sobre glé-
bulos de pajaros, cuyo estroma es nucleado, se for-
ma un enorme depdsito viscoso que ocupa el 1|3 o 1a
1/2 de la columna liquida. Al exdmen mieroseépico
estos estromas, aumentados de volumen, aparecen
como manchas blanquizeas sobre un fondo ligera-
mente rosado.

En restmen: difusién del medio externo hacia
el eontenido globular; aumento de volumen del glé-
bulo rojo limitado durante cierto tiempo por la
clasticidad de la capa protoplasmatica ; por dltimo,
rotura de la capa y difusién de la hemoglobina en
el medio externo, mientras que los estromas globu-
lares persisten. He aqui eomo las investigaciones
de Hamburger nos han llevado paulatinamente a
concevir en sus diferentes fases la hemolisis por la
acecién del agua destilada.

Una concepeién tan simple del fenémeno no es
rigurosamente exacto. Un exdmen mas atento, una
interpretacién mdas rigurosa de los hechos nos per-
mitird aportar algunas restricciones vy algunas no-
ciones complementarias que nos facilitardn la com-
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prensién de la accién de otros cuerpos quimicos que
seran estudiados en el capitulo siguiente.

En todos los estudios hasta aqui hechos se ha
considerado la pared globular como una membrana
semipermeable, para la cual el agua destilada es un
cristaloide y la hemoglobina ¥ sus sales alcalinas y
alcalino-térreas son substancias coloideas. Hsto es
absolutamente exacto y es necesario considerar que
esas sales no pueden penetrar la pared globular. |
Hamburger desechaba esto v se fundaba, para es-
tablecer esas reservas, sobre las experiencias si-
guientes:

Habiéndose mezclado una cierta cantidad de
sangre de caballo con una solucién de azotato de
potasio al 1 1|2 ofo (isoténico), constats que el
tenor en cloro del suero”habia aumentado, lo que
no podia haberse producido, sino a expensa de los
cloruros del glébulo. Por otra parte constaté que
el titulo de las soluciones limites de CINa v de K
Az03 para los glébulos rojos, habiendo desprendido
cloro, habrian absorbido azotato de potasio, lo que
mantenia constante la tensién osmdética.

Hamburger generaliza entonces el hecho admi-
tiendo que los glébulos rojos poseen la “propiedad
‘“ de conservar constantemente su tension osmética’
efectuando el intercambio de alguno de sus elemen-
- tos con las soluciones de los medios ambientes.

Por otra parte, constata que los hematies so-
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metidos a la accién de CO2 — por ejemplo los glé-
bulos rojos de la sangre venosa — ceden al suero
sanguineo albtimina 3 en cambio toman a éste, clo-
ruros. Kl suero proveniente de la carétida contiene
menor cantidad de albiimina (materias soélidas)
menor cantidad también de alealis y mayor porcen-
taje de cloruros que los sueros de origen yugular.

Demostré posteriormente Hamburger que esa
modificacion de la permeabilidad globular no era
propiedad especifica del gas CO2, pero que actia
en csa forma por.su funcién acida. TLos acidos
SO+ H2, HCl, como esta demostrado en propor-
ciones extremedamente débiles 1—HC1 x 4000 de
sangre, actian de un modo idéntico. Todo lo con-
trario, los alcalis 1 Na (OI) 15.000 tienen una ac-
cién opuesta.

Tenemos, en resimen, que Hamburger, a los
efectos de explicar esos hechos, dotaba al glébulo
rojo de la propiedad de mantener constante su po-
der osmoético por intercambio de moléculas del suero
al glébulo, intercambios que suponia equivalentes
bajo el punto de viste osmético.

Los importantes trabajos de Hedin, Koeppe y
de Gryns, vinieron a sustituir interpretaciones ri-
gurosamente cientificas basadas éstas precisamente
sobre el fenémeno de disociacién de las moléeulas
en iones, en las soluciones salinas. Gryns y Hedin
efectuaron sus experiencias sobre la permeabilidad
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de los glébulos rojos por diversas substancias, y es-
pecialmente la accién de las sales alealinas y aleali-
no-térreas.

Gryns observé que los cloruros de sodio y de
potasio y el sulfato de amonio no penetran al inte-
rior de los gl6bulos, mientras éstos son permeables
para el cloruro de amonio. Con respecto a esto, ha-
bia algo ya establecido. Lo que facilita el pasaje
de las sales de amonio, es el radical acido, mejor
dicho el i6n electro-positivo SO+—Cl—. Elién Ol—
es penetrante, el i6n SO*— no 1o es. Si el i6n Cl—
es penetrante, lo que impide la penetracién de la
molécula integra de Cl Na, K (], es la presencia
antagonista de los iones electro-negativos no pene-
trantes del K-|-, Na-|-. Por el contrario, Az H% no
tiene o no ejerce accién alguna de antagonismo so-
bre el ién Cl—. Entonces, si en una moléeula un i6n
penetrante, el Cl— por ejemplo, se une a un i6n que
no tiene la propiedad de franquear la pared glo-

- bular por ejemplo K-|-, N a-|-; la accién nociva del

primero es impedida por la accién del segundo.
Gryns demostré experimentalmente que la mo-
léeula de sales alcalinas y de alealino-térreas, no
tiene accién penctrante sobre el glébulo rojo y aca-
bamos de ver cual es la interpretacién que da del
fenémeno. ; Pero eémo explicamos entonces los he-
chos de observacién de Hamburger enumerados ya,




y en particular la absorciéon de los cloruros por los
hematies bajo la accién del CO22

Es entonces que interviene la ingeniosa expli-
cacién de Koeppe y que transeribo por creerla de
un gran valor demostrativo:

Hematies lavados con una solucién isoténica de
azucar, después saturados con CO2, son colocados
en una solueién isoténica de Na (1 o de K Cl. Esta
solucidén se torna alealina y pierde a la vez una de-
terminada cantidad de cloro. Por el contrario, no hay
cambio de naturaleza alguna, si sustituimos los glé-
bulos saturados de CO2 por arterializados y se reem-
plaza las soluciones de Ol Na, K (i, por soluciones
isoténicas de SO4K o de SO4 Na.

Koeppe explica estos hechos en las siguiente
forma: ““La tensién osmética total de una solucidn,
es igual a la suma de las tensiones parciales, de las
moléeulas disociadas o iones contenidos en la solu-
cién. En el medio externo (K C1), la tensién osmé-
tica depende tinicamente del K Cl; en el medio glo-
bular, la tensién osmética es igual a la tensién
parcial del K C1-|- la tensién parecial del K2 CO3 -]-
la tensién parcial de las otras substancias. Las dos
tensiones totales son del todo iguales. Tenemos en-
tonees el medio exterior.

Tensién parcial de Cl— > tensién parcial de
Cl— dentro del hematie. Inversamente tenemos
dentro del glébulo, una tensién parcial de CO3— de




un cierto valor, cuando esta tensién es nula en el
medio externo. Sabemos desde las investigaciones

~ de Gryns, que la pared del hematie es permeable

al CO3— y al CI——, impermeable al K-|-. En el
caso presente, el ion Cl—, que normalmente es re-
tenido en el medio exterior por K -|-, podra pasar
cuando sea reemplazado inmediatamente por el ion
CO3— que tiene una carga eléctrica del mismo nom-
bre. Intonces una parte del K Cl sers reempla-
zada por K2 CO3, lo que nos explica la alealinidad
del liguido, sin que haya, como va lo habia deter-
minado quimicamente Gurber, salido un solo 4tomo
metalico del interior de los hematies. Asi se susti-

- tuye el K (1 por K2 SO4, no habri alealinidad ; por-

que, como bien se sabe, el ion SO4— no es peue-
trante de la pared globuldr.

Las investigaciones de Gryns, las experiencias
v la interpretacién de Koeppe, al mismo tiempo que
nos facilita la comprensién de los fenémenos para-
dojales, ya observados por Hamburger, nos permite
afirmar que la pared protoplasmatica del glébulo
rojo es normalmente impermeable a las salas alea-
linas fijas y alealino-térreas en soluciones diluidas
que las soluciones diluidas de estas sales actdian pa-
ra produeir la hemolisis, dnicamente por el agua
de dilucién, euya aceién es idéntica al del agua des-
tilada; que la globulolisis por esos agentes es un
fenémeno de un orden puramente fisico, al cual es




aplicable las leyes que rigen la tensién osmética y
no (como bien dice Ribierre) un fenémeno quimico
mas o menos misterioso.

La difusién de la hemoglobina en el medio ex-
terior, sucede al agrandamiento del glébulo debido
a la imbibicién del jugo protoplasmatico, por el
agua penetrada al través de la pared globular. Se
admite entonces que esa difusién de la hemoglobina
es debida a un estallido parcial o total del estroma
cuya elasticidad ha sido llevada a un limite méiximo,
segiin la mayor o menor distensiéon. ;Es asi como
acontece la salida de la hemoglobina, o mejor dicho
(hablando en genérico) del eontenido globular, puae-
de ser tnicamente explicado por la rutpra de la
membrana? ; O por el contrario se hace necesario
concebir otro mecanismo 2

Si la primera hipétesis debe tenerse por exacta,
como lo hace notar Nolf, cuando un hematie vacia
en el medio externo su contenido, lo hard siemnpre
integralmente. Pero parece que eso no sucede asi:
es lo que demuestran las investigaciones registra-
das en los trabajos tan interesantes de Stewart, de

Rollet y atn las més recientes de Calugareaunet y
de V. Henri, sobre la conductibilidad eléctrica de
la sangre, anterior y posteriormente a la hemolisis
provocada por diferentes agentes y también antes
v después de la accién de ciertas soluciones consi-
deradas como isoténicas y por consiguiente sin no-
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cibidad alguna para los hematies. Sabemos que la
conductibilidad eléctrica serd la misma si la hemo-
globina es sola difusa y el aumento de la condue-
tibilidad resultard como consecuencia logica de la
salida de las sales.

Stewart, habiendo provocado 1a destrueccién de
glébulos por diferentes medios (agua, sueros de es-
pecies diversas, congelacién, calor, saponina) cons-
taté que la pared globular puede dejar difundir en
el medio externo a la hemoglobina, sin las sales del
estroma, este hecho ha sido confirmado por Rollet.
Por otra parte admite que en determinados casos,
las sales globulares pueden abandonar parcialmente
al hematie, sin que haya difusién de hemoglobina.

Calugareaunct y V. Henri han puesto fuera de
duda esa tltima afirmaciéh. Estos autores, para
obtener la salida de las sales globulares, han opera-
*do con soluciones de sacarosa consideradas isoto-
nicas e hiperténicas. Operando con el método de
Kohluarseh y perfeccionado por Ostwald, pudieron
comprobar que la conductibilidad eléetrica de solu-
ciones acuosas de glébulos previmante lavados con
soluciones de sacarosas isoténicas al 56 0|00 y 70 o|oo
hiperténicas; disminuyen a medida que aumentan
el nimero de lavajes; por consiguiente el poreentaje
de sales de los glébulos rojos disminuye cuando se

los lava con soluciones de sacarosa isoténicas o hi-
perténicas que dejan intacta la hemoglobina de los




hematies. Calugareaunet y Henri consideran que la
interpretacién de esa experiencia trae aparejada
.una verdadera y grave complicacién, para la aplica-
ci6én de las leyes de la 6smosis en los fenémenos he-
mcliticos. Nolf, interpretando las experiencias de
Stewart, habia ya contestado a esa objecién: *‘Por lo
“ que se refiere a la salida aislada de los electrélitos
‘“ a través de una pared normal, no esti esto abso-
*“ lutamente en desacuerdo con la teoria osmética
(puesto que Hamburger habia basado su concep-
cién osmdética sobre la nocién de los intercambios
isoténicos) admitiendo que la pared globular no les
‘‘es enteramente impermeable’’. Veremos mas ade-
lante que las investigaciones de Hedin y de otros au-
tores imponen esa conclusién.

No queda atin menos demostrado por las inves-
tigaciones que se han sefialado, a los efectos de ex-
plicar la globulolisis por rotura del estroma, que
forma una envoltura al contenido globular ¥ que
cuando un glébulo echa su contenido tendria que
hacerlo siempre integralmente.

Stewart ha ensayado explicar la difusién sepa-
rada de la hemoglobina y de los electrélitos del glo-
bulo, mediante la hipstesis de una combinacién qui-
mica de la hemoglobina con el estroma. Si esto fuera
exacto, como se explicaria la salida de cierta canti-
dad de hemoglobina, por simple defibrinacién, me-




diante las perlas de vidrio; hecho de observacién
cotidiana.

Nolf ha dado del fenémeno una explicacién
bastante seductora. Considera que la salida de he-
méglobina es una consecuencia, no del estallido del
glébulo, pero si de una permeabilizacién de su pared
a la hemoglobina, bajo la influencia de la hidrata-
cién de dicha pared, y dice: ‘“‘Normalmente la pa-
““ red del hematie es impermeable a la hemoglobina,
““ pero si por adicién de agua o por ~*res medios,
““ se transforma el grado de hidratacién, o la estrue-
“ tura fisica o quimica de esta pared, esa imper-
‘“ meabilidad puede facilmente desaparecer, lo que
“¢ provocara la difusién de la hemoglobina’’. Nolf
admite que la hidratacién de la pared, en los casos
de hemolisis, mediante el égua destilada, es produ-
cida por la dilucién exagerada del medio exterior.

" Pero no ha hecho mis que aceptar para el agua des-

tilada una hipétesis que se encuentra verificada por

" hechos establecidos en lo que concierne a la accién

de otras substancias. A medida que se haga el es-
tudio de esas substancias y que sers objeto del si-
guiente capitulo, se hara el exdmen critico de esa
hipétesis, una vez estudiado detenidamente el modo
de actuar de dichas substancias.

Antes de entrar al estudio de esas substancias

-8 necesario acercar a la hemolisis producida por
<l agua destilada, aquella que producen ciertas sus-




tancias no penetrantes, que destruyen a los glébulos
en soluciones acuosas, por no tratarse en realidad
de verdaderas soluciones. Ksas substancias sobre las
cuales Hedén ha llamado la atencién, ven sus ac-
ciones neutralizadas por las soluciones isoténicas,
aun mismo empleandolas en dosis extremadamente
elevadas. Estas sustancias son los hidratos de car-
bono; dextrina, glicogeno, y los albuminoides: gela-
tina, ete. Todas estas substancias son coloides.

Hedén hace la siguiente interpretacién de la ae-
cion de esas sustancias sobre los glébulos rojos:
““Sus moliculas no suministran verdaderas solucio-
’mes: se las puede representar como rodeados com-
’ pletamente de una envoltura de moléculas de
77agua. En esas condiciones, los glébulos no llegan
7 en contactos de ellas y son destruidos por el agua.
’? Debe ser esto un hecho general para todas las sus-
?? tancias coloides, de moléculos polimeras, de mu-
> chos de los albuminoides.”’
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‘v CAPITULO II

Hemolisis por agentes quimicos







Las soluciones de sustancias quimicas estudia-
das en el capitulo precedente, gozan de poder hemo-
litico gracias a la débil concentracién con que fue-
ron empleadas. La dilucién exagerada, debilitando
en grado la tensién osmdética, permite la penetra-
cién del agua destilada al intervior del hematie,
atravezando la pared protoplasmatica. En estos
casos es el agua destilada de las soluciones que des-
empeiia el rol hemolitico.

Al lado de esas sustancias se encuentran
otras, que destruyen los glébulos rojos en toda con-
centracién. Estas substancias son: el éter, clorofor-
mo, glicerinag, la direa y ciertas sales amoniacales.

Parecen estas substancias, hacer excepcion a las
leyes de isotonia, establecidas por H. de Vries A4
Hamburger. Este tltimo autor indicaba en su pri-
wer trabajo sobre ‘“ los coeficientes isoténicos v los
glébulos rojos™ lo siguiente: “El método de los
"’ glébulos rojos permite apreciar la tensién osmé-
’tica de las soluciones, pero solo de aquellas que




"no destruyen los hematies en cualquier concen-
7’ tracién: a esas soluciones pertenccen, las de Sa]es
>’ amoniacales, la glicerina, ete.”’

Nuestros conocimientos isoténicos son enton-
ces inaplicables a esas sustancias? O es necesario
adbertir en la aceién de éstas un fenémeno toxico,
e invocar esa afinidad quimica que vendria a obs-
curecer los hechos? Nada hay de esto, la excepeion
es solo aparente. Los trabajos de Gryns, de Hedin
v de Nolf lo demuestran.

Gryns, efectia sus estudios sobre la drea v et
cloruro de amonio. La tirea tiene la propiedad de
destruir los glébulos rojos en cualquier grado de

- solucién. Pero si a una solucién de trea se le agre-

ga cloruro de sodio, en cantidad tal que la solucion
de ésta ultima sustancia, Sea isoténiea para los glé-
bulos, toda la accién nociva de la trea es impedida.
Es posible variar ésta experiencia de varias mane-
ras, pero es mejor observar el procedimiento em-
pleado por Gryvns.

Hedin, mediante interesantes experiencias ha.
verificado esos hechos in vivo, al abordar los estu-
dios sobre la accién diurética de ciertas sustancias:
quimicas que, en soluciones acuosas, producian una.
destruecion globular v como consecuencia una he-
moglobinuria intensa. Es posible inyectar por via
endovenosa una solucién al 10 o 15 olo en agua sa-

lada al 0.95 o|o sin determinar el mas minimo pa—




ESS__

saje de la hemoglobina al suero. Lo mismo sucede
con respecto a la glicerina.

Para pederse explicar esos hechos, mediante la
teoria osmética, habria que admitir o asimilar la
area a una sustancia cristaloide con respecto a la
pared globular, es decir que sea suceptible de atra-
vezarla.

Queda para demostrarse la penetracién diree-
ta de la tirea. Es lo que hizo Gryns, habiendo pues-
to en suspencién glébulos rojos, en una solucién
isoténica de Na Cl eonteniendo 10 olo de 1rea, pudo
después de centrifugar; dosar la firea en el liquido
que sobrenadaba, lo mismo que en el depdsito glo-
bular. La cantidad de tirea era sensiblemente igual
en los dos liguidos, lo que no puede darse una no-
cién satisfactoria, sin admitir una reparticion maés
0 menos igual de la tirea entre el suero artificial y
los glébulos. La misma experiencia fué repetida
con cloruro de amonio, con resultados idénticos.

Sin hacer dosages directos, Gryns admite en-
tonces que todas las sustancias que disuelven los
glébulos rojos en soluciones acuosas y son inactivas
en las soluciones isoténicas de Na Cl, son penetran-
tes.

Fueron precisamente esas investigaciones que
llevaron al mismo tiempo a Gryns, a demostrar la
importancia de la disociacién de los electrélitos en
iones, en el fenémeno de la penetracion del glébulo
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y admitir a la vez la accién antagonista de los iones
no penetrantes, en presencia de los iones penetran-
tes.

A continuacién reproducimos los cuadros de
Gryns y de Hedin; el primero conteniendo los
iones penetrante y no penetrantes v el segundo,
enumerando las sustancias, antes las cuales los gl6-
bulos son permeables, semipermeables e impermea-
bles.

SEGUN GRYNS

Iones no penetrantes Tones penctrantes
Ky +- . AzH*
Na —+ | Cl —
S0+ — Br —
Az0Q? — I—

Los resultados de Gryns, han sido verificados,
confirmados y en gran parte completados por He-
din, cuya memoria sobre la permeabilidad de los
glébulos rojos contiene investigaciones de un gran
namero de euerpos quimicos; los cuales se encuen-

tran en el cuadro que se incluye a continuacién:
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Tanto Hedin como Nolf, han demostrado expe-
rimentalmente la accién de la trea y del cloruro de
amonio. Poseen la propiedad comtn de penetrar al
glébulo y manifestando solo diferencias en la ma-
nera de actuar; siendo la segunda més nociva que
la primera.

Hay que admitir entonces que el Az H4 Cl hace
excepcidn a las leyes de la 6smosis; o admitir nueva-
mente un ‘““poder téxico’’, especifico, a ésta sustan-
cia? Un examen m&s atento de las experiencias ha
permitido a Nolf responder en una forma negativa
a ese interrogante.

Hste autor observa con justa razén, que no se
tiene en cuenta a la pared globular, en las aprecia-
ciones del equilibrio osmético, entre el glébulo y el
liquido que lo rodea. Tres sistemas de fuerzas
atractivas del agua concurren a establecer ese equi-
librio: el sistema a, constituido por las sustancias
solubles del sucro: el sistema b que no es otra cosa
que el estroma globular; y el sistema ¢ que com-
prenden las sustancias en solucién en el jugo celu-
lar de los hematies.

L0l sistema b puede ser modificado por hidrata-
cién. Pero ésta hidratacién podra operarse direc-
tamente, de una manera inmediata, bajo la influen-
cia de la dilucién exagerada, de una solucién de sus-

tancia no penetrante que constituya el medio exter-
10 @ (caso de Na Cl, K Cl) en solucién extendida; ya
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sea indirectamente por intermedio de una, sustancia
Penetrante (Az H4 C1) que modifica, impregnando,
la pared protoplasmatica Yy aumenta su fuerza
atractiva para el agua.

Es ésta hidratacién de la pared protoplasma-
tica, que tendria por resultado modificar sus cuali-
dades de permeabilidad, a punto de hacerla permea-
ble a substancias hasta ahora coloides, tales como
la hemoglobina.

El estallido del glébulo, no es entonces de im-
presindible necesidad para que la salida de la hemo-
globina se lleve a cabo, atin mismo en presencia del
agua destilada. Esto es hajo el punto de vista teé-
rico.

De los fenémenos interesantes, obtenidos por
la experimentacién, justican la importancia que
Nolf reconoce a la pared pbrotoplasmética, en los
intercambios entre ambos medios : interno y exter-
no. ,

Se han tratado anteriormente los hechos en pro
de la no ruptura del glébulo. Las simples experien-
clas realizadas por Bordet ¥ por Nolf,—las que se
citardn a continuacién— demuestran que ‘‘consis-
" tencia y volumen del estroma, son directamente
"y fuertemente influenciadas por el valor de la

J

" fensién osmética del liquido que los rodea”.

Kxperiencia de Bordet. — Se toman 3 ec.c. de
sangre defibrinada de conejo, previamente lavado
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con solucién isoténica de C1Na al 8 ooo. Se agrega
a esos 3 c.c. de sangre, 15 c.c. de agua destilada, ob-
tenemos asi un liquido de aspecto muy rojo y mas
o menos transparente. Observando al microscopio
ese liquido, se distinguen los estromas a penas visi-
bles, de aspecto translicidos, regularmente redon-
deados y que parecen haberse ingurgitado de agua.

Por otra parte se toma 1 c.c. de solucién fisio-
légica al cual agremanos 0.0975 gramos de NaCl.,
agregando esta solucién a la mezcla anterior, tiene
por objeto de dar al liquido rojo un grado de con-
centracion en sales iguales a la del agua fisiolégica
0 gs. 65 o|o. Se constatard que la adicién del agua
salada tiene por objeto enturbiar inmediatamente
el liquido rojo que era de aspecto casi transparente.
El enturbiamiento se aglomera inmediatamente en
copos blancos, que paulatinamente $e depositan al
fondo del tubo, mientras que la parte superior del
liquido toma un aspecto limpido. Kl exdmen mi-
croscopico de los copos, demuestran estar constitui-
dos por estromas fuertemente aglutinados. HEsos
estromas se presentan muy modificados. De trans-
parente y redondeados que eran, se preésentan vi-
sibles y al mismo tiempo aplanados en discos del-
gados. Parecen haber sufrido una verdadera plas-
molosis”’.

Los fenémenos se presentan como si los estro-
mas fuesen verdaderas membranas de envoltura de
los glébulos, verdaderos sacos tabicados suceptibles
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de entrar en tugescencia en los liquidos pobres de
sales, de retraerse enseguida y de aplanarse bajo
g j . la influencia de soluciones concentradas.

Ezperiencia de Nolf. — Después de producir
mediante el H20, la hemolisis de los glébulos rojos
1 |1, de pajaros y, de constatar que los estromas forman
hil b una masa viscosa ocupando el 1|3 o la mitad de la
R ] columna de liquido, Nolf agrega a ese'liquido clo-
' ruro de sodio, hasta que tenga un titulo de 1 oloy
; | centrifuga. ““Se asiste entonces a una verdadera
N desaparicién de los estromas, que solo forman en el
T 3 fondo del tubo, un pequefio depésito, delgado; de
: \ Lo . un volimen notablemente inferior, al que ocupaban

i los glébulos intactos en una solucién del mismo va-
lor osmdétieo”’. *

Para Nolf, el AzH# Ol actia impregnando el
estroma globular y aumentando su afinidad para
‘ el H20, afinidad tal, que ‘“‘en un medio isoténico,
[ © llega a un grado de hidratacién, que no podria ae-
tuar sin el concurso del cloruro de amonio, siné me-
diante una fuerte dilucién del medio”’ Aqui, no
hay excepcién a las leyes que rigen la teoria osmé-
tica.

De todo esto se deduce que los agentes globu-
x | lisantes, pueden dividirse en dos categorfas:

1.°  Agentes penctrantes, en donde las solucio-
hes, por aceién misma, adquieren una tensién oS-
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mética sumamente débil o nula, sin que haya au-
mento notable de la afinidad del estroma para el
agua destilada: trea, aleohol, éter en débil concen-
tracién. Sus soluciones tienen un mismo poder des-
tructor que un voltimen igual de agua destilada.

2> Agentes penetrantes, que aumentan la avi-
dez del estroma para el agua destilada, entre estos
tenemos: el alcohol, cloruro de amonio y éter, en
fuertes concentracién. Manifiestan un poder glo-
bulisantes superior a los agentes de la primera ca-
tegoria, puesto que les es posible provocar ain mis-
mo en soluciones isoténicas, una verdadera hidra-
tacién del estroma globular.:

En el curso de este capitulo se hablé de la ac-
cién quimica de algunos de los agentes ; cuyo estudio
constituye este capitulo.

Si un argumento se puede invocar a favor de
esa accién quimica es el que nos proporciona, la
disolucién de los estromas por el AzH4 Cl y por
otras sustancias del mismo orden.

Il agua destilada, como lo hemos visto, actia

solo separando la hemoglobina de su estroma. EI
cloruro de amonio, la trea, el éter, el alcohol, ete.;
al cabo de cierto tiempo terminan por una disolu-
cién total de todos los elementos de glébulo - rojo.
Este fenémeno de la disolucién total, puede
coneebirse sin necesidad de invoear una accién qui-




mica: el exdmen analitico del liquido después de esu
disolucién ,no revela la presencia de algtn cuerpo
nuevo; lo que seria necesario encontrar, para poder
caracterizar una reaccién quimiea.

Méas seductora y legitima es la explicacién de
Nolf, la cual no es mas que la interpretacién del fe-
némeno banal de la disolucién de una sal o de azi-
car, en el agua destilada. Relata el fenémeno y lo
interpreta como sigue: ““La fuerza que se opone a
7’ la disolucion total, es la atraccién de las moléculas
"’ del estroma entre si, atraceién mas fuerte de esas
” mismas moléeulas que para el agua que lag rodea.
”” Ahora si se admite que la imbibicién del estroma

- por los agentes hemoliticos, tiene por consecuen-
cia, el aumento de la afinidad para el agua, se hace
muy comprensible que para una cantidad dada del
titulo del liquido en substancia hemolitica; la afi-
nidad de las moléculas del estroma para el agua
destilada, sea aumentada a tal punto, de provocar
" la separacién de los glébulos congéneros, 1o que
conduce a la disolucién del complejo globular.

Accion hemolitica de la bilis Y de las sales bi-
liares. — T.a accién nociva de la bilis in vitro para
los glébulos rojos, se conoce desde hace mucho tiem-
po. Este liquido, tiene una accién hemolitica in-
tensa, bastando pequefias dosis Para producir la
destruceién total de los glébulos rojos, atin encon-



irandose estos en sus respectivas soluciones isoté-
nicas de cloruro de sodio.

Pero la bilis a pesar de su nocividad, es atin
incomparablemente menos activa que las sales que
engendra y en particular el taurocolate de sodio.

La bilis de buey manifiesta su accién hemoli-
tica para los hematies de carnero a dosis de 1|40 —
en solucién del Cl Na isoténica. La bilis agregada
a soluciones de ClNa en proporciones de 1|20, actda
en la solucién de Cl1 Na a 0.60 olo.

Kl taurocolato de sodio, actda a dosis mucho
menores, Hedin ya habia notado que en una solu-
cién de Na Cl al 0.95 ofo o sea al 9.5 oo, el tauro-
colato de sodio empieza a producir hemélisis en di-
lucién al 1]600.

La accién hemolitica de las sales de sodio de los
acidos biliares, (pueden, ante la primera observa-
cién) parecer opuestos a los resultados obtenidos
pur Gryns y por Hedin. Estos autores no aceptan
acaso la pared globular impermeable o muy poco
Ppermeable a los iones K-|- y Na-|-?

Nolf, piensa que hay motivo de atribuir la ac-
¢ion nociva de las sales biliares, no a los iones, que
provienen de la disociacién electrolitica, pero si a
las moléculas neutras no disociadas, cuyas propie-
dades penetrantes, como se ha visto, son indepen-
dientes de aquella de los iones.

Nolf demuestra indirectamente la importancia




de esas moléculas neutras, mediante la constatacién
de las observaciones experimentales siguientes.
Habiendo hecho actiar bilis de buey en diver-
sas soluciones salinas, en presencia de sangre de
conejo pudo deducir los siguientes resultados:

1 La disolucién de los hematies por la bilis,
es tanto mas ficil y tanto mayor, mientras la con-
centracion salina es mayor. Sabemos que- las solu-
ciones concentradas, contienen una cierta cantidad
de moléculas no disociadas ¥ que por otra parte la
unién a una solucién, de una gal disociada «de una
substancia igualmente disociable, teniendo un ién
comin con la sal, produce una disminucion de la
disociacién de este.

2° A igualdad de concentracién melecular, la
hemolisis producida por la bilis se efectda con ma-
yor facilidad en las soluciones de las sales de los me-
tales alealino-térreos, que en las soluciones de las
sales de los metales alcalinos. De una manera ge-
neral las sales de los metales alcalino-térreos son
disociadas a un grado menor que la de los metales
alealinos.

Asi se explica por la existencia en las solucio-
nes, de una gran cantidad de moléculas neutras no
disociadas, la accién nociva de las sales alcalinas
. fijas de los 4cidos biliares. Atin aqui no hay caso de
excepeion a las leyes de la teoria osmética. Las le-




yes a las cuales estan sometidas, la disolucién de las
sales, nos dan la clave de un fenémeno que parece

a visu paradojal.

Accién hemolisante de los glucosidos. — Hay
un grupo numeroso de cuerpos cuya acecién hemo-
litica, ha sido objeto de inmensas experiencias e
investigaciones por parte de Hedén. Creo sean de
utilidad exponer brevemente esas importantes in-
vestigaciones, que tienden a demostrar, el rol tan
importante del estroma globular en el proceso he-
molitico.

Estos cuerpos pertencecen al grupo de los glu-
cosidos; estos son: la solanina, la saponina, la digi-
talina, la ciclanina, ete. Il poder hemolitico es de
aceién rapida y extremadamente activo. Kn una
solucién isoténica de cloruro de sodio, esa accién
se manifiesta tan solo en el espacio de algunos se-
gundos. Es interesante advertir que el suero del in-
dividuo, del cual se hemolisan los glébulos, o el sue-
ro de otro individuo de la misma especie o cercana,
goza de una accién protectora contra la accién de
los glucosidos: impiden al agente globulisante de
actaar a dosis superiores, de aquellas que lacan la
sangre instantineamente en las soluciones salinas.

Hedén pregunta si no seria conveniente atri-
buir esa accién protectora del suero, a la existencia
de sustancias dcidas. Uno de esos cuerpos, la so-




lanina, tiene una débil aceién sobre los glébulos sen-
sibilizados por los acidos libres, y por accién de las
sales 4cidas.

Los alealis y las sales alcalinas, tienen por el
contrario el rol de favorecer las reacciones. Es de
notarse que las acciones antihemoliticas del acido,
proviene sin duda alguna, de una modificacién de la
sustancia globular. En efecto los glébulos puestos
en contacto con un 4cido, o de una sal 4cida, como
lo es el fosfato nonobdsico de sodio, centrifugados
v lavados varias veces, mantienen la propiedad de
resistir en un medio salino a las dosis hemolisantes
de solanina.

A mas es de notarse que los acidos no ejercen
ninguna accién protectriz contra los otros glucosi-
dos. Existe este otro hecho: el suero libertado de
sus sales por didlisis, ejerce atn su aceién inmuni-
sante.

Hedén piensa que el poder “‘antitéxico’ del
suero debe ser suministrado por los albuminoides.

J. Rehns y L. Roux, en sus investigaciones
llegan a la conclusién; de Q[ue los estromas globuls-
res fijan enérgicamente los glucosidos ¥y no fijan una
cantidad indefinida; tienen una capacidad maxima
que no pueden sobrepasarla. La rapidez de uccién
de los glucosidos, parece variar con la muestra de

. sangre empleada; por otra parte, si cada glucosido

tiene una accién mas o menos fuerte Y mas o menos




mente actuardn con una sinergia perfecta: sus ac-
mente actuardn con una energia perfecta: sus ac-
ciones se suman por completo.







CAPITULO II1I

Hemolisis por agentes fisicos







Quedan aun otros agentes, de orden fisico que

tienen accion hemolitica sobre los hematies. Hstos
seran tratados en una forma-breve a econtinuacién:

1.° Calor y frio. — La elevacién de tempera-
tura de la sangre por encima de 65° a 68° tiene por
consecuencia la disolucion de los glébulos rojos, por
fusién de los lipoides de la membrana. La accién
del frio tiene un efecto hemolitico sobre los hema-
ties. Al helarse el agua y estancarse los cristales
de hielo formados, el agua obra aunque por poco
tiempo sobre los glébulos y los hace estallar por
consecuencia de la diferente presion osmética.

2.0 Influjos eléctricos. — Los influjos eléetri-
cos disuelven los glébulos rojos. Las corrientes cons-
tantes, las de induccién y las alternas, obran de pre-
ferencia por calentamiento y descomposicién elee-
trolitica. Las descargas de las bolellas de Leyden y




azucaradas.
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de los condensadores, actian en campio sobre los
globulos rojos por un influjo eléctrico no hien co-
nocido. Esta aceién puede impedirse por la adicién
de soluciones salinas, pero no por la de soluciones




CAPITULO 1V

Hemolisinas
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Hay un grupo de sustancias hemoliticas, 1la-
madas hemolisinas, ocupan estas un lugar especial,
frente a los agentes mencionados hasta ahora. Se¢
da el nombre de hemolisinas, a substancias-recep-
tores de tercer orden—que tienen la propiedad de
provocar la disolucién globular y la difusién de la
hemoglobina en el plasma sanguineo. Estos cuer-
pos actian sobre el hematie, alterando su estroma
globular, que podemos considerarlo como ya se ha
deseripto, de una infinidad de pequefios tabiques
membranosos, de mallas finisimas; cuando estos ta-
biques o red es destruida por las hemolisinas, la
hemoglobina puesta en libertad, entra en disolucién
en el plasma. A consecuencia de este fenémeno, la
sangre toma un aspecto limpido y transparente.

En el suero humano, como en el de los animales,

hay varias clases de hemolisinas, como puede verse

por el cuadro sindptico, a continuacion:
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Hemolisinas especificas o artificiales
[ Heterohemolisinas
P |
Hemolisinag natu- |
! Isohemolisinas
rales... ......
@ ..
2 Autohemolisinas
-
wu
= . .
E] venenos vegetales —ricmo abrina
g
L3
" | tetamolisi
1s1 etamolisima
Hemolisinas no espe venenos bacterianos! filolisi
cificas............. : l stafilolisina
venenos de anima- l serpientes, e s
les...o..... ... corpiones, etc.
1 tl

Por el cuadro que precede, vemos que existen
hemolisinas especificas, naturales Y no especificas.

Las hemolisinas por sus reacciones se aseme-
Jjan mucho a los productos toxicos, de la nutricién
de ciertas bacterias: las téxinas; son como estas
extremadamente labiles. Introducidos en el cuerpo
de un animal, dan origen a la formacién de sustan-
cias defensivas que se denominan anticuerpos: an-
tihemolosinas, lo mismo que las téxinas; que exci-
tan al organismo la formacién de antitoxinas que
paralizan el efecto téxico de las téxinas bacteria-
nas.

Antes de seguir adelante creo necesario abor-
dar, las teorias existentes, que son de necesidad a
fin de poder comprender el modo de actuar de estas
substancias en el proceso de la hemolisis.

AT

<
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Aceptando el concepto de Nolf, la cuestién que-
da circunscripta en saber como se produce el des-
equilibrio que considera de impresindible neeesidad
para que se realice el fendmeno hemolitico.

Muchos son los autores que hacen intervenir
en este proceso la accién osmética; en cambio otros
aceptan la intervencion de dos sustancias, la alexinag
de Buchner, citasa de Metchnikoff o llamado com-
plemento por Ehrlich; v la otra substancia sensibi-
lizatriz, llamada amboceptor por Ehrlich v fijador
por Buchner. A fin de evitar tanta nomenclatura,
haremos uso de las denominaciones adoptadas por
Ichrlich: amboceptor y complemento. Estas dos sus-
tancias forman parte de la sangre, encontrandose
inicamente cn el suero.

Los autores partidarios de la aceidn osmoética,
creen que la concentracion molecular de los sueros
sanguineos de una misma especie, es siempre igual.
Ahora bien, sabemos por fisiologia que dos liquidos
de diferente concentracion molecular separados por
una pared semipermeable, se establece entre esos
dos liquidos corrientes osmoéticas, hasta llegar a te-
ner estos el mismo indice molecular.

Esto mismo sucederia cuando en presencia de
glébulos rojos de una especie fueran puestos en pre-
seneia de un suero sanguineo de distinta proceden-
cia, en cuyos casos habrian tainbién corrientes os-
méticas, liquidos del suero pasarian al glébulo,
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hasta tener la misma concentracién. Estas corrien-
tes verdaderos intercambios entren los elementos
constitutivos, provocarian la alteracién del hematie
Y, como consecuencia la pérdida de su hemoglobina.
Esto seria muy aceptable si el liquido hemoli-
tico fuera agua destilada en exceso, punto ya tra-
tado en el primer capitulo; pero tratindose de
suero sanguineo; cuya constitucién es tan distinta
v tan compleja con relacién al agua, es evidente que
el proceso debe ser indiscutiblemente otro.
Como se ve, esta teoria, aparentemente satisfac-
toria, es sujeta a serias objeciones.
Ya Baumgarten, en sus numerosos estudios S0-
‘bre el poder bactericida de los sueros, sostenfa que
ese poder bactericida era debido, a verdaderas mo-
dificaciones osméticas, este parecer no fué acepta-
do, porque por él no se explicaba en forma satis-
factoria ciertos fenémenos v posteriormente las in-
vestigaciones realizadas en ese sentido, evidencia-
“1ron su inexactitud.

" Lo mismo pasa con las hemolisinas. No es po-
sible evidenciar que la simple diferencia de con-
centracion molecular, que nuneca puede ser muy
grande entre los sueros, sea lo suficiente para pro-
vocar hemolisis tan intensas, como las que se ob-
Strvan eon una abundante hemoglobinuria que im-
plica de hecho una previa hemoglobinemia.

Si las leyes que rigen la aceidén osmoética pue-
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den explicar algo in vitro; resultan insuficientes,
cuando se practica in vivo, mediantes inyecciones
en las venas del animal o por via subeutidnea de un
suero de especie distinta, reacciona el organismo en
forma idéntica, absorbiendodo o dando agua al K-
quido inyectado y produciéndose en ambos casos
igualmente hemolisis.

Ademés esta teoria, tan en voga en una época
va lejana, es de por si insuficiente para explicar la
inmunizacién que se obtiene vacunando con dosis
sucesivas y ereccientes; ni explica mucho menos, la
formaciéon de preecipitinas especificas, reacciones
todas estas, que demuestran una semejanza con las
producidas por las bacterias; Tampoco es explica-
ble por esta teoria, la causa del mayor poder hemo-
litico de sueros inyectados a animales de especie
superior a la que aquellos pertenecen.

Todo esto hace suponer que ademas de las cau-
sas fisicas, hay principalmente influencias de otro
orden, probablemente de orden quimico, tal vez las
alteraciones de la afinidad que suponia Nolf.

Todo lo enunciado es mis que suficiente para
deducir lo poco satisfactoria de la teoria osmética.

La segunda teoria, explica satisfactoriamente
la naturaleza y accién de las hemolisinas.

Bordet en 1898 v desde entonces muchos expe-
rimentadores son los que sostienen la accién de una
substancia normal en la sangre, la alexrina que Ehr-
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lich denomina complemento y de otra especifica, la
sensibilizatriz o amboceptor de Ehrlich. La prime-
ra substancia se encuentra en todo suero y cabe a
Buchner el honor de ser el primero que la estudié,
haciendo de ella un estudio completo.

Mediante el estudio de las hemolisinas, es por
medio del cual, Ehrlich y sus discipulos, llegaron
a concebir la teoria de las cadenas laterales.

La teoria de Ehrlich, reposa sobre una ley fisio-
légica; la hiper regeneracién establecida por Wei-
gert, v sobre la analogia que existe entre la asimi-
lacién de las materias nutritivas v los fenémenos de
la inmunizacién. Como las materias nutritivas, las
substancias téxicas son asimiladas por ciertos gru-
pos celulares.

La formacion y cfecto de las antitoxinas se ex-
plican perfectamente por esta teoria de las cadenas
laterales, la cual es también de fundamental impor-
tancia para comprender el efecto de las hemolisinas
y antihemolisinas. Segtin Ehrlich, no constituye,
bajo el punto de vista funcional, un todo homogé-

neo, admite por el contrario, su composicién por
cierto nimero de moléculas diferenciadas; donde
cada una se compone de un nicleo funcional o cen-
tro vital y de cadenas laterales, que asientan en este.
Las cadenas laterales o rece plores, sirven a las fun-
ciones aisladas de la célula y sobre todo a su nutri-
cién. Estos son complejos atémicos en la molécula
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del protoplasma, los cuales, por consecuencia de su
configuracién quimica, estin en condiciones de fijar
otras sustancias: por ejemplo materiales nutriti-
vos; pero también de combinar quimicamente las
toxinas. Los grupos atémicos de los receptores, se
combinan con determinados grupos atémicos de la
substanecia alimenticia o de las toxinas, que reciben
el nombre de grupos haptéforos. lLa combinacién
entre éstos y los correspondientes reeeptores, es la
condicién previa para el influjo mituo; como vere-
mos luego al ocuparnos sobre la naturaleza y valor
fisiolégico de las hemolisinas.

Por lo tanto, si una toxina introducida en un
organismo, no encuentra receptores apropiados pa-
ra ella, puede no producir efecto téxico sobre el or-
ganismo, esta condieion especial del organismo, an-
te dicha toxina, de presentarse inmune, se dice que
hay una inmunidad natural.

Iin la toxina, han de diferenciarse rigurosamen-
te de los grupos haptéforos, que solamente inter-
vienen en la unién con el receptor de la célula, otros
grupos que, una vez efectuada la combinacion ejer-
cen el efecto téxico especial, a estos se les conoce
con el nombre de grupos toxéforos.

Si se introduce una téxina en un organismo
sensible a dicha toxina v en cantidades insuficiente
para determinar la muerte del sujeto; se combina
con los receptores adaptables de las células. Por
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este hecho, los receptores se anulan para cumplir
otros fenémenos, como los de combinar sustancias
nutritivas; entonces el nicleo productor o centro
vital, forma nuevos receptores en sustitucién de
aquellos. Pero esta neoformacién excede a la can-
tidad precisa de remplazo y resulta una superpro-
ducecién de receptores, que no encuentran sitio en
el protoplasma y desprendiéndose de él pasan a la
sangre. Iistos receptores que se encuentran libres
en el torrente circulatorio son las antitoxinas ; pue-
den combinar las toxinas por medio de grupos hap-
totoros, v por este medio apartarlas del protoplas-
ma; este hecho eonstituyve lo que se conoce con el
=ombre de inmunidad artificial. Tenemos entoneces
que los mismos cuerpos, que constituyen la condi-
cién precisa del efecto toxico mientras asientan en
¢l protoplasma como receptores, cuando se encuen-
tran libres en la sangre son la causa del efecto anti-
toxico.

Segun esta teoria, el efecto de las hemolisinas

se produce lo mismo que el de las toxinas. T.os glo-

bulos rojos tienen reeceptores que se combinan con
los grupos haptéforos de las hemolisinas produ-
ciendo asi, su efecto hemolitico sobre los hematies.

Antes de dar comienzo al estudio en particular
de las hemolisinas v del poder hemolitico de los sue-

ros, creo conveniente dedicar alguna atencién so-
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bre la naturaleza y el valor fisiolégico de las hemo-
lisinas.

Como sabemos las hemolisinas son sustancias
que no solo se producen al estado patolégico, ellas
se forman y actiian en condiciones fisiolégicas, ac-
tuando sobre los hematies y leucocitos, impresio-
nando a estas células sanguineas, haciendo sentir
igualmente su aceién sobre la citopoyese, hemato-
poyese y leucopoyese.

Jomo anteriormente se ha dicho la teoria de
Ehrlich es mas satisfactoria, puesto que demuestra
e interpreta, tanto cl rol ecomo la aceién de los he-
molisinas; se considera generalmente bajo el nom-
bre de hemolisinas solo a dos sustancias: el ambo-
ceptor, euerpo siempre espeeifico v el complemento
que se encuentra siempre en todos los sueros. Hs-
tas dos sustancias o cuerpos provocan muy facil-
mente la aceién hemolitica sobre los glébulos rojos,
tanto in viro como in vitro y es un hecho verdadero
que ellas constituyen las sustancias hemolisantes
propiamente dichas. Pero a veeces designamos las
hemolisinas bajo el nombre de anticuerpos, antige-
no, ete., v bajo el primer vocablo tan general viene
a colocarse, no tan solamente el amboceptor, sino
también las aglutininas y las antitoxinas espeei-
ficas.

Todas estas substancias, ante un exdmen aten-
to, surge que no son anticuerpos, pero si citobidti-
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neas o hemobiotineas, destinada, como muy bien
dice G. Froin, a la destruccion de células sangui-
neas, facilitar su vida evolutiva: su génesis, su vida
vy su muerte. Tal seria la razén de ser de sus exis-~
tencias bajo el punto de vista fisiolégico.

Es indudable que para llegar a esa concepeién
es necesario recurrir a los numerosos hechos esta-
blecidos con respecto a las hemolisinas, como asi-
mismo a los hechos que nos proporciona la fisica y
la quimica.

Desde ya es con la ayuda de una ciencia nueva,
la fisico-quimica, que sélo nos puede hacer compren-
der las acciones biolégicas, tan variables y tan
opuestas, realizadas in vivo e in vitro, bajo la in-
fluencia de las hemobiotineas.

Se hace necesario admitir que esos cuerpos se
encuentran al estado coloidal en el suero sanguineo,
se encuentran mas o menos adherente los unos a los.
otros, que constituyen un complexo suceptible de

ser disociado.

~ En el curso de las numerosas experiencias efec-
tuadas sobre la hemolisis ¢n vive, en conejos espe-
cialmente, hemos podido constatar tres fenémenos.
primordiales, fenémenos también constatados por
M. G. Froin, cuyo conocimiento es absolutamente
necesario para comprender la vida evolutiva de las

células sanguineas.
1.° Be ha puesto fuera de duda, por la consta—
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tacién del fenémeno de la globulolisis in vive, que
el hematie estd constituido — punto que arribo
de nuevo por ser de suma importancia para las
demostraciones ulteriores — por miltiples cavida-
des, formando innumerables pequefias vesiculas
cerradas. . Froin dice: ‘‘que podria admitirse
“¢ constituido el hematie por pequefias vesiculas,
‘“ adosadas de una multitud de particulas elemen-
‘¢ tales proteo-hemogléobicas, susceptibles de ser se-
‘“ paradas las unas de las otras, sin difusién de la
““ hemoglobina”’.

2.° Iixiste indiscutiblemente una toxina hema-
tica. Ista toxina determina fenémenos de intoxi-
:acion muy netos, esto podemos observarlo en el
transcurso de ciertos estados, como por ejemplo en
¢l curso de las hemorragias meningeas y de las
hematolisis bruscas intra y extravasculares. KEsta
toxina ha sido, durante mucho tiempo, desconocida,
porque es perfectamente neutralizada por una anti-
toxina hemadtica y por consiguiente especifica.

3.2 HEn los transcursos de los procesos hemoli-
ticos hemos comprobado la actuacién de diversos
leucocitos sobre la hemolisis, y existe una leucoci-
tosis hematolitica. Con los polinucleares neutrotilos,
la hematolisis es rapida, en cambio con los plinucrea-
res cusindfilos, la hematolisis es lenta o detenida.
¥n cuanto a la accién o influencia de los leucocitos
sobre el proceso de la hemolisis, no estd atin bien
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dilucidado, pero su presencia en un foco hemato-
Iégico coincide con el fenémeno de la hemolisis.

G. Froin dice en su trabajo lo siguiente: ‘““Todo
““ una serie de hechos v de experiencias me han he-
‘“ cho admitir que el plasma sanguineo posee la
‘ funcion de transformar fisicamente la toxina he-
‘“ mitica en antitoxina, aglutinas v sensibilizatriz
‘“ especifica. Tstos cuatro cuerpos se adhieren los
““ unos a los otros en un cuerpo complejo, que va a
‘“fijarse sobre los hematies para la realizacién de
*“ hematopoyesis v de la hematolisis’’.

Segtn lo transcripto, la aglutina aseguraria la
cohesién y la aglomeracién de las eavidades consti-
tutivas del estroma globular, o de las particulas
elementales que también acepta Froin para el he-
matie. El amboceptor v 14 toxina obran mantenien-
do la excitacién que por medio del fenémeno de la
nutrieién, permite al elemento figurado edificarse,
desenvolverse y funcionar. La antitoxina formada
impide las acciones brutales y antibioldgicas de las
substancias aisladas, tal como se las observa ope-
rando in vitro.

Destruyendo todas esas substancias especificas
del complexo, salvo la toxina hemética, los fermen-
tos leucocitarios aseguran la disociacién del hematie
por la toxina del complejo: es una auto-hemolisis.
Pero los elementos quimicos no especificos que cons-

' tituyen al glébulo rojo ¥ que se disuelven: los pro-
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teidos, los lipoides, la hemoglobina, etec., son desin-
tegrados o digeridos en el plasma sanguineo por los
fermentos de orden leucocitarios.

El conocimiento de estos hechos y su aplicacion
al estudio de la vida de la sangre, mediante el auxi-
lio de la fisico-quimica, demuestra la gran impor-
tancia de la fisiologia y de la patologia hiumoro-
celulares, de ese tejido tan particular que ge deno-
mina sangre.

Sobre el glébulo rojo actia constantemente una
fuerza que mantiene la cohesion y la verdadera
aglomeracion de sus partes elementales constitu-
ventes: el substratum de esa fuerza adhesiva esta
representada por la aglutinina.

En cuanto a la energia especifica llevada al ele-
mento celular para su edificacién progresiva, su
destruceién, su funcionamiento y su nutricién, ella
proviene de la toxina, donde el poder citopoyético
v citolitico es activado, como ya se dijo, por el am-
boceptor o sensibilizatriz y detenido o refrenado
por la antitoxina que lo anula.

Bajo ese punto de vista fisiolégico se debe con-
siderar la toxina hemética como una toxina, es ne-
cesario saber que ella es creada por la célula, que
es la que la produce, a fin de asegurar la perfeccién
de su vida evolutiva y funcional. Bajo el punto de

vista de la naturaleza intima de los fenémenos, es
una citobiotina.
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sangre al estado dindmico. Hasta el presente siem-

pre se ha observado este tejido al estado estatico.

. Las células quelo componen se encuentran en un
estado de constante evolucién, vy sus funciones son

‘ intimamente solidarias de la perfeccion de esa vida
evolutiva. La fisiologia y la patologia de la sangre

‘ | son verdaderamente incomprensibles cuando nos
concretamos puramente a constataciones morfold-
gicas o citolégicas. Con los estados bio-evolutivos
v sus regulaciones constantes y uniformes por los
cuerpos especificos, las citobiotinas, vemos al tejido
sanguineo bajo cierto aspecto que permite compren-
der las aceiones de orden fisiolégico y patolégico.

|

|

} i : Iistas nociones permiten hacer un estudio de la
\ /
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] ANTIHEMOLISINAS

~Por inmunizacién con suero hemolitico pueden
enjendrarse antihemolisinas, que paralizan el efec-
to hemolitico de las Lemolisinas.
Como las hemolisinas, consta de amboceptor y
i ) complemento, Ios cuales tienen tres grupos hapté-
| foros, dos en el amboceptor y uno en el complemen-
to; pueden imaginarse tres distintos anticuerpos se-
gln el modo de accidén: dos que se combinan con los
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grupos haptéforos del amboceptor, y uno que se
une al grupo haptéforo del complemento; aqué-
Hos son los antiamboceptores, éste es el anticomple-
mento.







CAPITULO V

Los sueros hemoliticos






Hasta el presente hemos estudiado la acecién
hemolitica de substancias cuya accién se han expli-
cado facilmente mediante fenémenos de orden pu-
ramente fisicos. A pesar de todo, se rehusa admitir
que las modificaciones de permeabilidad de la pared
globular sea debido a una simple hidratacién; aun-
que Nolf lo habia establecido en cierto grado me-
diante sus numerosas investigaciones, se invoca una
transformacién quimica — atin mas compleja — de
la pared globular, gracias a la fijacién de substan-
cias penetrantes. Poco importa en euanto a la in-
terpretacion definitiva, y no deja de estar atn me-
nos establecido que la hemolisis por los agentes qui-
micos penetrantes y atn mismo por los no pene-
trantes es debida a una simple transformacién de
la pared globular.

Ahora vamos a estudiar toda una serie de
agentes hemolisantes, de suma importancia. Los
primeros estudios de estos agentes fueron realizados
por Bordet en el afio 1898, cuvo trabajo sobre los
sueros hemoliticos, sus antitoxinas y las teorfas de
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los sueros citoliticos, se encuentran registrados en
los Anales del Instituto Pasteur, del mismo afio.
La acciéon hemqlisante de estos agentes parece en
un principio diferente, un hecho ha sido considera-
do por la mayoria de los autores eomo producido
pbor un mecanismo de un todo especial. Queremos
referirnos a los sueros hemoliticos normales v a los
obtenidos por vacunacién.

Sabemos que los sueros hemoliticos normales
son suero no modificados, de ciertas especies ani-
males que tienen la propiedad de poder destruir in
8o o in vitro los glébulos rojos de otra especie ani-
mal. Los otros sueros hemoliticos, por vacunacidn,
son sueros cuvas propiedades globulisantes para los

hematies de otra especie, no se revela sino después
-

de inyeceiones sucesivas en el organismo del primer
animal, de una cierta cantidad de hematies que pro-
cedan del segundo.

Es verdad que el suero de cualquier animal
" presenta un cierto grado hemolitico para los hema-
ties de otro animal de especie veeina. Pero esa
aceién hemolitica es en esas condiciones sumamente
débil, la cual puede exagerarse en alto grado por
medio de inyecciones de glébulos rojos del segun-
do animal practicadas sobre el primero. Obtenemos
de éste un suero hemolitico especifico, el cual hemo-
lizara los glébulos rojos de toda la especie animal
con la que fué vacunado.
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SUEROS HEMOLITICOS NORMALES

El suero normal humano, como el de muchos
animales, tiene una propiedad de hemolizar los glé-
bulos rojos de otra especie. TLos sueros humanos
hemolisan los glébulos rojos de carnero, de conejo,
cte.; el suero de perro v el de rana globulizan a los
hematies de conejo (Landois). Esa capacidad he-
molitica moderada, al estado normal, exaltada o
disminuida al estado patolégico, en euanto se refiere
al sucro humano, en los animales puede aumentarse
artificialmente ese poder hemolitico, para los glo-
bulos rojos de la especie que se quicra, mediante la
inmunizaeion va por via subcutdnea o peritoneal
con sangre defibrinada de la especie que se desea
hemolizar.

Kl tipo de sueros hemoliticos normales nos es
suministrado por el suero de anguila, cuya accién
hemolisante, tanto in vive ¢ in vitro, para los glé-
bulos de especies diferentes, como el cobayo, conejo,
perro, ete., ha sido estudiada v bien establecida por
las investigaciones de Mosso, de Camus v Gley.

Kl suero de anguila, de un poder hemolisante
tan elevado como lo demuestran las diluciones con
que actia, de 1/10.000 y atin mismo en diluciones
con cloruro de sodio al 1[20.000; esa propiedad he-
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molitica desaparece mediante una temperatura de
-[- 56° durante 30 minutos.

Al lado de. un suero tal, cuya accién es difieil
precisar, en razén de su gran poder hemolitico, hay
otros, un poco menos activos que por esa misma ra-
z6n ofrecen mayor facilidad para el estudio.

El suero de perro contiene hemolisinas natura-
les para los glébulos rojos del gallo, del caballo \a
del buey; el de conejo actiia en las mismas condi-
ciones con los hematies del caballo.

Las hemolisinas naturales del suero humano
normal se subdividen, como va sabemos: en hetero-
lisinas, antolisinas ¢ isolisinas,

Llamamos heterolisinas a las hemolisinas del
suero que tiene la propiedad de hemolizar los glo-
bulos rojos de una especic.a 0 especies animales cua-
lesquiera; por ejemplo, 1a accién sobre los glébulos
rojos de conejo, carnero, ete.

Las ischemolisinas, son hemolisinas naturales
que se encuentran en los sueros normales ¥ que tie-
nen la propiedad de hemolizar los glébulos rojos de
sujetos o animales de 1a misma especie.

Autohemolisinas, son hemolisinas que tienen la
propiedad de actuar sobre los propios glébulos ro-

jos. Esto lo observamos especialmente en las ane-
mias profundas, los sueros tienen un enorme poder
~hemolitico para sus propios hematies.
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Segun Maragliano, en muchas enfermedades el
suero destruye sus propios hematies.

Tibaud demostrd en los hemotérax traumaticos
esas tres clases de hemolisinas. Nosotros no hemos
tenido la oportunidad de tener un easo semejante
para comprobar la existencia de esos cuerpos en los
derrames y comprobar las experiencias del autor
citado. Es de advertir que el clinico se encuentra
en una situacion desventajosa; no sucede igual con
el laboratorista; mientras éste realiza, repite y
comprucba 20 veees sus experiencias, el clinico, to-
do lo eontrario, espera los enfermos v los casos eli-
nicos se repiten sélo al azar.

Hemos investigado, en cambio, las tres clases
de hemolisinas naturales, en un hematocele pelvia-
no; procediendo en la siguiente forma:

1.2 Investigacién de las hemolisinas para los
glébulos extrabasados.

2.° Investigacién de las hemolisinas para los
hematies de la sangre del sujeto.

3.2 Investigacién de las hemolisinas para los
hematies de otro sujeto.

La emulsion de hematies extravasados en una
solucién de Na C1 al 7 oloo en presencia de la sero-
cidad peritoneal o del suero del enfermo, calenta-
do a -|- 56°, no hemolisa; s6lo en presencia del suero
fresco de cobayo.
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La sensibilizatriz hemolitica ha sido fijada so-
bre los hematies, esperando tan sélo la accién del
complemento para producir la hemolisis.

Simezelamos a hematies extrasados, suero fres-
co del enfermo, se presenta una ligera hemolisis.
IEl suero del enfermo encierra entonces una débil
cantidad de complemento. _

Los hematies de la sangre del enfermo, lava-
dos, emulsionados en solieién de eloruro de sodio
al 7 oloo y adicionados de suero fresco de cobayo
hemolisan ligeramente. Hstos hematies se encuen-
tran sensibilizados, pero en menor grado que los

hematies del hematoecle. 161 suero fresca de coba-

Yo no actila entonces en las misma condiciones sobre
los hematies del individue normal.

Efectuando la experiencia precedente en pre-
sencia del suero sanguineo del enfermo, los hematies
del enfermo no son yva hemolisados por el suero de
cobayo. Es entonces admisible la presencia de una
antiautohemolisina contenida en la sangre del en-
fermo, en cantidad suficiente para proteger in vi-
tro eoutra la hemolisis, los hematies Ppoco sensibi-
zados de la sangre, en cantidad muy débil para
proteger los hematies extravasados vy que estdn
fuertemente sensibilizados.

FLos hematies normales, en las diversas condi-
~ clones que acabamos de indicar, no son hemolisados.

e
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Lo son solamente en presencia del suero del enfer-
mo, cuando agregamos complemento que contiene
¢l suero de cobayo.

Hay entonces una isolisina en 1a sangre del
enfermo, la cual se activa mediante 1a presencia del
complemento agregado.

Tenemos, en restimen, acerca de la presencia de
las hemolisinas investigadas en nuestro enfermo,
lo siguiente:

1.* Una autohemolisina, fijada sobre Tos homa-
ties extravasados, fijada en menor grado sobre los
hematies de la sangre y ausentes en ol liquido del
hematocele.

2. Una isohemolisina, contenida en el suero
del enfermo.

3." Una antiautolisina protectora contra la he-
molisis de los hematies de la sangre del enfermo.

Este caso tan interesante nos ha servido para
evideneciar la existencia de esas tres variedades de
las hemolisinas naturales v otros hechos de impor-
tanecia.

Las hemolisinas naturales, como las especificas,
tienen propiedades comunes en lo que respecta al
complemento y amboceptor, propiedades que seran
tratadas en el estudio de las sueros hemoliticos es-
becificos o por vacunacién.
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SUEROS HEMOLITICOS POR VACUNACION

Sueros hemoliticos verdaderos. — Bordet, en
1898, es quien ha dado a conocer los sueros hemoli-
ticos, obtenidos por vacunacién, habiendo hecho un
estudio casi completo de ellos.

Es facil obtener un suero de esa naturaleza so-
metiendo a conejos a dos o tres inyecciores subcu-
taneas de 3 a 5 centigramos de sangre defibrii:ada.
de carncro.

s sabido que el suero de conejo no tiene aceidon
sobre los glébulos rojos de carnero. Una vez so-
metidos los conejos a la inmunizacién indicada, los:
sueros de esos conejos agJutinan y destruyen los he-
maties de earncro, respetando los glébulos rojos.
provenientes de otros animales diferentes.

Aqui en estos sueros, como en los naturales he-
moliticos, ¢l complemento v el amboceptor desem-
peilan un factor importante en el fenémeno de la
hemolisis.

Pueden demostrarse in vitro las propiedades de
estos sueros hemoliticos especificos, artificiales o por
vacunacion.

Tenemos, por ejemplo, el suero normal de co-
nejo; no tiene aceién hemolitica sobre los glébulos.
rojos de carncro; una vez bien comprobado esto,
averiguamos las diferencias que hay entre el suero
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del mismo animal, antes y después de haberle inocu-
lado una cierta cantidad de glébulos rojos de car-
nero, o sea la diferencia que hay entre el suero del
conejo normal y el de un conejo inmunizado, pro-
cediendo para esto en la forma siguiente:

1. Se extrae unos 50 6 60 centimetros etbi-
cos de sangre de carnero, se bate bien, v una vez de-
fibrinada se centrifuga; una vez centrifugada y se-
parado el suero, se lava repetidas veces con solucién
isoténica de Cl Na para los glébulos de carnero; se
obtienen asi glébulos rojos en buenas condiciones
para una experimentacion. Tstos glébulos se di-
viden en dos partes:

2.° Se toma una de estas partes y se distribu-
yen los glébulos en varios tubos, se agresan a éstos,
suero normal en proporciones distintas y se dejan
en Teposo.

3.° La otra segunda parte de glébulos se re-
parten en otros tantos tubos v se les agrega a todos,
suero de conejo inmunizado en una forma que ve-
Temos mas adelante.

4.° Después de un determinado tiempo se pue-
de observar que en esta segunda serie de tubos se
ha producido hemolisis v el liquido total se ha vuelto
r0jo, y en cambio en la primera serie de tubos se
observa: 1.° en la parte inferior una capa o depé-
sito formado por gléhulos; 2.° sobre ellos se encuen-
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tra un liquido transparente, que es el suero normal
de conejo agregado.

. 4 Qué nos demuestran esas reacciones? Esas di-
ferencias manifiestas, nos demuestran que el suero
de concjo vacunado tiene propiedades que no se
manifiestan en el suero del conejo normal. Pero es
de notarse que si se repite el experimento utilizan-
do sueros inmunes, obtenidos de distintos conejos,
se comprobard (empleando el mismo reactivo glo-
bular) por las reaceiones, que no todos estos sueros
tiene el mismo poder hemolitico; es interesante in-
dagar las causas que influyen o deteminan esas di-
ferencias, las que se pueden dilucidar valiéndonos
del calor.

1.2 Si tomamos un suero de conejo inmune Yy
sc lo somete a una temperatura de -|- 56° durante
30 minutos y repetimos el experimento anteriormen-
te desceripto, la hemolisis no se verifica luego pues,
el suero :unume contiene un elemento que ha sido
destruido por el ealor; a un grado v durante un
tiempo va indicado.

2. Si a esta misma serie de tubos que no acu-
san hemolisis y que eontienen suero de conejo in-
munizado calentado previamente a -|- 56° durante
30 minutos, le agregamos suero de conejo normal en
cantidades necesarias; después de un determinado
ticmpo svservamos una perfecta hemolisis.

Liste resultados tan distinto permite pensar,




— I35 —

que la hemolisis verificada por el suero inmune, es
debida a dos elementos distintos: el uno de esos
elementos que fué destruido por el calor y que per-
tenece a todos los sueros, desde el momento que des-
pués de haberle agregado el de conejo normal, se
obtuvo el mismo resultado que antes de calentarlo;
v el otro, que es propiedad de éste, y resiste la ac-
cion de un calor de -|- 56° durante 30 minutos.

¥n ¢l suero inmune existe entonces las sustan-
clas ya indicadas en el precedente capitulo; una que
ilo es espeeifica y se destruye por un calor de -|- 56°
durante 30 minutos v otra; que lo es, desde el mo-
mento que no se manifiesta, en el suero normal ; pues
bien, a esta substancia no especifica se le llama ecom-
plemento, ¢l cual puede definirse dieiendo: se llama
comiplemento a una sustancia no especifica de todos
Tos sueros, que interviene en la hemolisis y se des-
truye al someterlo a -[- 56° durante 30 minutos.

Para comprobar la existencia del otro elemento
que no contienen los sueros normales, podemos va-
lernos del siguiente procedimiento:

1.° Se disponen tres series de tubos y se pro-
cede como sigue: en la 1.* serie se echan cantidades
iguales de glébulos rojos de earnero y distintas pro-
porciones de suero inmune v se lleva a la estufa a
-|- 56° durante 30 minutos; en la segunda serie, se
vierte igual cantidad de glébulos rojos y de suero
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inmune que en la serie anterior y se lleva a la estufa
a 70° durante algunos minutos y, en la tercera serie,
igual cantidad de glébulos rojos y suero normal,
que en las anteriores, esta tltima serie no se lleva
a la estufa.

2. Se echa en todos los tubos cantidades igua-
les de suero normal de conejo y observaremos las
siguientes reacciones:

En la 1.* serie de tubos que contiene suero ca-
lentado a -|- 56° durante 30 minutos y glébulos ro-
Jos, hay hemolisis, porque el elemento que fué des-
truido por la temperatura, se sustituyé con el suero
normal de conejo, agregado posteriormente.

En la 2.* serie, que contenia suero inmune ca-
lentado a una temperatura de -|- 70° durante algu-
nos minutos, ¥ gléhulos rojos de carnero; no hay
hemolisis, porque el suero normal de conejo agre-
gado posteriormente no conticne el elemento espe-

- eifico: el amboceptor.

Iin la 3.* y ultima serie, que contenia suero nor-
mal de conejo y glébulos rojos de carnero, tampoco
hay hemolisis, porque le falta el elemento especi-
fico de los sueros inmunes.

Estas reacciones obtenidas de la experimenta-
cién, demuestran en forma evidente que existen dos
substancia en todo suero inmune o hemolitico;

1. una substancia llamada complemento que se
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destruye a -|- 56° durante 30 minutos, y otra, que
se destruye a -|- 70° durante algunos minutos.

2.> Kl complemento existe en todos los sueros,
el hecho de haber agregado suero normal de coﬁejo
a todos los tubos que fueron sometidos a -|- 56° du-
rante media hora y que provoeé la hemolisis de
teda la serie. 3.° Que los dos clementos son de
imprescindible necesidad para que el proceso he-
molitico se lleve a cabo, como lo demuestra el he-
cho que no haya hahido hemolisis en la serie de tu-
hos que contenia tan solo suero normal vy glébulos
rojos de carnero. Tenemos en restiimen una subs-
taneia que acabamos de poner en evidencia mediante
una temperatura de -I- 70°; se llama cse euerpo am-
boeeptor, el que podemos difinir diciendo: Ambo-
ceptor es la susbstancia especifica que aparece en
¢] suero de los animales, cuando penetra en su or-
ganismo un antizeno y que sometido a -|- 70° du-
rante algunos minutos, se destruve. Se llama an-
tigeno a toda substancia extrafia al organismo y
que tiene la propiedad de incitar a las células de
organismo a la formacion de elementos defensores
que se conocen con el nombre de anticuerpos. En el
presente caso, el antigeno del que se hace meneidén
-— son los glébulos rojos de earnero, que nos han
servido para inmunizar al conejo.

El organismo tiene la notable propiedad de
formar anticuerpos especificos, frente al material
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estrafio — antigeno — que, en é1 es introducido.
Asi, por introduceién de eélulas extrafias — espite-
lios vibratiles, espermatozoides, leucocitos, células
hepdticas, ete. — pueden producirse sustancias que
disuelvan dichas células: citolisinas. Por la intro-
duccién de bacterias obtenemos unos anticuerpos
que se llaman bacteriolisinas.

Para la produccién de hemolisinas como ya lo
hemos expuesto, basta la inyeccién de eantidades
extremamente pequetias de sangre extrafia. Sacts,
llegé a engendrar hemolisinas en los conejos por la
inyeccién de 0.125 c.c. de sangre de buey. Fried-
berger y Dorner, han enjendrado hemolisinas por
inyeceion de una cantidad de eritrocitos de 1 a 1.5
mg. de una emulsion sanguinea al 5 olo.

Al conjunto de unelemento extrafio en el suero
sanguineo: Antigeno -I- el amboceptor correspon-
diente -[- el complemento necesario; se le da el nom-
bre de: sistema hemolitico. Si falta en el sistema
algunos de los elementos estudiados, 1a hemolisis no

_ge efectuars.

Accion de la temperatura sobre los sueros. —
La accion de la temperatura sobre las propiedades
hemoliticas y bactericidas de los sueros, es conocida
desde las experiencias de Buchner.

Maurwarnig La investigado la influencia de la
temperatura sobre el suero de eabra y ha constatado
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que la supresién de las propiedades hemoliticas, se
obtienen con tanta mayor rapidez, cuando la tem-
peratura es elevada. Observé que la destrucecién es
completa a -|- 61° durante 2 minutos, a -|- 57° du-
rante 8 minutos a -|- 55° durante 12 minutos, a -|- 53°
durante 20 minutos y a -|- 51° durante 35 minutos.
A -|- 49" la hemolisis persiste ain después de una
hora.

Pero basta someter cualesquier suero a la tem-
peratura de -|- 56° durante 30 minutos para que
pierda su poder hemolitico. Kl suero sometido a
este procedimiento toma el nombre de tmactivado.

Reactivacion de los sueros. — Hemos visto en
el curso de las experiencias, en cl presente capitulo,
que habiendo un suero perdido su poder hemolitico
por la accién de la temperatura de -|- 56° durante
30 minutos, temperatura que solo destruia el com-
plemento del suero y producia un desequilibrio en
el sistema hemolitico. Hemos demostrado que bas-
taba agregar suero fresco normal de conejo, para
que el suero adquiera nuevamente su poder perdido
v restablecerse el sistema hemolitico, indispensable
para que hava hemolisis. Hsta operacién de adi-
clonar suero normal a un suero inactivado se llama
reactivar el suero.

Relaciones del complemento y del amboceptor
en las hemolisinas. — Estos estudios han sido per-
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fectamente efectuados por G. Mioni y L. Remy.
Solo transeribiremos a continuacién las conclusio-
nes a que llega el primero de estos autores (que no
difieren de las del segundo) dejando a un lado la faz
cxperimental del estudio, que Mioni ha llevado a
un alto grado de perfeccién. Esas conclusiones son :

1° “Los glébulos rojos; de la sangre, no ofre-
““ cen todos la misma resistencia frente a las he-
““ molisinas. Bajo ese punto de vista podemos divi-
““ dirlos en glébulos de resistencia minima, mediana
“y mdrima.”’

2.0 “La destruceién de un cierto niimero de
* glébulos rojos de resistencia elevada, exige una
*“ eautidad de hemolisina mayor, que para una mis-
““ ma cantidad de glébulds de débil resistencia.’’

3.° “Entre eciertos limites de dilueién, la can-
“ tidad de glébulos rojos destruidos es proporcio-
““mnal a la cantidad de hemolisinas contenidas en el
“‘ suero.”’

4. “En las hemolisinas naturales del buey y
““del perro, el eomplemento v el amboceptor, se
** encuentran en condiciones Sptimas para obtener
““ un efecto hemolitico maximo. Ni el complemento,
*“ni el amboceptor se encuentran en exceso.’’
5.° ““Variando experimentalmente, la relacién
‘“ entre la sensibilizatriz y la alexina en las hemo-
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¢ lisinas naturales, se obtienen los resultados si-
‘¢ guientes’’:
«) “‘Iin presencia de un exceso de sensibiliza-
‘¢ triz, la hemolisis es proporcional a la can-
‘“ tidad de alexina.”’
““In presencia de un exceso de alexina, la
¢ hemolisis es proporcional a la cantidad de

‘“ sensibilizatriz.”’

““Cuando la alexina no esta en exceso, pode-
“ mos aumentar el efecto hemolitico, aumen-
“ tando progresivamente la désis de sensibi-
“lizatriz. Pero excediéndose de eierto 1imi-
“te, la adicién de nuevas cantidades, dis-
““minuye el efecto hemolitieo.”’

“I.0 mismo cuando la sensibilizatriz no esta
“ en exceso, la alexina refuerza el efecto he-
“ molitico, hasta un cierto limite, pasaao et
¢ cual la hemolisis disminuye. Pero la ac-

“ eion coadyuvante de la alexina es menos

““ considerable que la accién de la sensibili-

‘Cgatriz.”’?

APENDICE

Por la clasificacién hecha de las hemolisinas,
tenemos una clase de hemolisinas no especificas, que
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son intermediarias entre las naturales y especifica;
a esta clase pertenecen los venenos de ciertos ani-
males y algunds productos téxicos de algunos bae-
terios.

Trataremos brevemente estos dos puntos, que
por lo reducido no merecen un capitulo aparte:

Venenos animales hemoliticos. — Ciertos ve-
nenos animales, como por ejemplo el de las avejas,
arafias, escuerzos, serpientes, ete., también ejercen
una aceién hemolitica. Estd demostrado que el ve-
neno de las serpientes produce la disolucisn de los
glohulos rojos, como las hemolisinas dol suero san-
guineo, por la accién combinada de dos sustancias:
el amboceptor, es el mismo veneno; el complemento
es la lecitina (Kves). Kl amboceptor del veneno de
de cobra; por ejemplo, se une con la lecitina for-
mando un nuevo cuerpo, el cobralecitido, que se dis-
tingue del veneno originario de la cobra v también
de la lecitina, por su solubilidad. EI cabralecitido
puede obtenerse puro. La hemolisis por el veneno
de cobra y la lecitina es fuertemente paralizada por
la eolesterina,

Bacteriolisinas. — Los productos nutritivos de
niuchas bacterias, producen aceién hemolitica, por
ejemplo: el bacilo tetanico, el vibrion del cblera, el
bacilo tifico, el colibacilo, los estafilococos y otros.
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Tn el suero normal de algunos animales hay anti-
cuerpos para estas hemolisinas. Pueden ser ejen-
dradas artificialmente por inmunizacién de los ani-
males con hemolisinas. A una determinada hemo-
males con hemolisinas.

A una determinada hemolisina correspon-
raliza el efecto de la hemolisina correspondiente,
pero 16 el efecto de otras. Asi por ejemplo, la an-
tiestafilolisina, engendrada por inmunizacién arti-
ficial del conejo con estafilosina (hemolisina de los
estatilococos), proteje a los hematies del conejo
contra el efecto de la estafilolisina, pero no contra
¢l de la tetanolisina que es la hemolosina del baeilo
tetédnico.







Segunda Parte

CAPITULO I. — Diferente poder hemolitico de un mismo suero
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CAPITULO 1

Diferente poder hemolitico de un mismo suero







Las investigaciones hemoliticas practicadas ya
sea al estado normal o patolégico, dosando en for-
ma sistematica las heterohemolisinas del suero hu-
mano; demuestran el gran ntimero de variaciones
en los resultados de esas acciones hemoliticas.

En el curso de las observaciones que se anota-
ran al final de este capitulo, se ha podido constatar
que el poder hemolitico de los sueros, varia no solo
de un sujeto a otro, siné también en las diferentes
partes del sistema vascular de un sujeto.

Se ha investigado experimentalmente esas di-
ferentes variaciones del poder hemolitico, al estado
normal y al estado patolégico y de sus resultados

se pueden deducir algunas conclusiones. Habiendo
adoptado el siguiente orden en las investigaciones.
1.° Investigacién del poder hemolitico del sue-
ro normal de conejo.
2.° Investigacién del mismo suero normal de
conejo, pero obtenido de diversas partes del sistema
vascular.
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Se constatan variaciones muy netas en un mis-
mo animal, cuyas variaciones pueden explicarse por
ciertos intercambios fisiolégicos.

Todas las investigaciones efectuadas, han sido
llevadas con toda correccién y con todos los cuida-
dos requeridos, habiéndose excluido los anestésicos,
tales como el éter, el cloroformo, agentes todos que
tienen accién sobre el estado vital del eritrocito,
muy marcada, como ha sido ya demostrado al tra-
tar de la hemolisis.

Excluido estos agentes, como asi mismo el sue-
fio eléctrico, por causas ya conocidas; se ha proce-
dido sacrificando los conejos y los perros por sec-
cién del bulbo. Sacrificado el conejo por ese pro-
cedimiento, inmediatamente después de previa la-

paratomia aséptica, con pipetas y material esteri-
lizado se obtienen muestras de sangre, de las diver-
sas regiones del sistema circulatorio, como se enu-

meran a continuacién:

1.° De la vena cava superior.

20, ., ., » inferior. Por debajo y
por encima del higado.

3. De la vena hepética.

4° ,, , , porta.

5.° ,, ,» , esplénica.

6° , , , mesentérica.

7> Del corazén derecho.

8., »  lzquierdo.
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A fin de llegar a resultados siempre iguales, los
gueros obtenidos después de la coagulacién y por
centrifugacion, han sido siempre ensayados todos,
en las mismas condiciones, de volimen, de tiempo
y de temperatura.

El poder hemolitico de estas diferentes mues-
tras de suero de conejo, han sido dosados por dilu-
ciones progresivamente débiles de suero; — véase
procedimiento adoptado — sobre una solucién al
1/10 de glébulos rojos de conejillo de Indias.

De estas investigaciones practicadas en su ma-
yor parte sobre conejos, se observa que en un mis-
mo animal, el poder hemolitico del suero es dife-
rente segun las regiones que pertenezca.

El suero obtenido de la sangre extraida de la
vena porta, por ejemplo; puede tener un indice he-
molitico sumamente elevado, mientras que el de la
vena cava superior, por el contrario se manifiesta
con indice hemolitico bajo.

De las numerosas observaciones realizadas con
respecto al poder hemolitico del suero obtenido en
las condiciones indicadas en parrafos anteriores;
se llegan a las conclusiones siguientes:

1 EI suero corréspondiente a la sangre ob-
tenida del corazén derecho, muestra ser siempre
menos hemolisante que el del corazén izquierdo.

2.° Los sueros de la vena eava superior, la ma-




voria de las veces se presenta el poder hemolitico
aumentado (5 casos sobre 6).

3.° Los sueros de la mesentérica en los 6 casos
observados, han actuado con indice elevado. Otros
autores como Ferre M. sobre siete observaciones en-
contraron 4 veces el poder hemolisante exagerado
¥ 3 veces disminuido).

4.° En cuanto a los sueros de la cava inferior,
varian sus resultados en la siguiente forma:

@) Los sucros tomados por encima del higado
hemolisan siempre en mayor grado.
b)  Tos tomados por debajo hemolisan menos.
Decfa en el comienzo del presente capitulo al
tratar de las variaciones del poder hemolitico del
suero, que podian explichrse por ciertos intercam-
bios fisiol4gicos.
EI perro ha servido para las observaciones que
a continuacién se expondran; siguiendo el momen-

to fisiolégico en el cual se encuentra el aparato di-

gestivo, el suero sanguineo del animal cambia de
aspecto y de composicién. Kl perro en plena diges-
tién presenta su suero un aspecto lactescente. Por
el contrario, el suero recogido de un perro, que no
come durante 24 horas, en las diversas regiones del
aparato circulatorio; se presenta de aspecto claro.

El aspecto lactescente del suero del perro que
ha comido, es mis o menos acentuado, segiin que,
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el contenido del canal tordxico, se haya o no vertido
en su totalidad en el sistema venoso.

En un perro a las 4 horas y media después de
una abundante ecomida, compuesta de sopa, carne
y grasa, ete., la sangre de la vena cava sers va bas-
tante lactescente, mientras que la del corazén iz-
quierdo se presentard clara. Ahora bien si a las 7
horas, hacemos las mismas observaciones, en el mis-
mo animal, el aspecto lechoso del suero se mostrara
uniforme.

La lactescencia del suero es debido al quilo ver-
tido por el canal torixico en el sistema venoso, esto
puede evidenciarse por el idéntico aspecto que pre-
senta ese lquido y el suero lactescente de un mis-
mo animal observado al mieroscopio.

El suero claro de un perro en ayunas hemo-
lisa fuertemente la solucién al 1/10 de glébulos ro-
jos de conejo; es de notarse que de todas las mues-
tras de suero tomadas, las de la vena cava superior
demuestra mayor poder hemolitico.

Investigando el poder hemolisante de las di-
versas muestras de suero del perro sacrificado por
seceién del bulbo, a las 5 horas, después de su abun-
dante comida, los sueros presentan una lactescen-
cla variada, de grado decreciente, desde la vena ca-
va superior, del corazén derecho, hasta la sangre
del ventriculo izquierdo. T.os sueros obtenidos de
la cava superior y del corazén derecho, eran menos
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hemolisantes. Los sueros encontrandose en este es-
tado fisiolégico de la funcién digestiva, mientras
més claros, mayores son sus indices hemoliticos.

Otro animal sacrificado a las 7 horas de su
comida grasienta, el suero tiene un aspecto unifor-
memente lactescente, las diferentes muestras de
suero tienen un poder hemolitico atenuado, en for-
ma homogériea y en relacién con cada regién del
sistema venoso, del animal en plena digestién.

Si el hecho de que el contenido del canal tora-
xico, cambia el aspecto del suero, que de claro se
torna lactescente y atentia en una forma hemogé-
nea el poder hemolitico del suero en todas las re-
_glones del sistema circulatorio, es de advertir que
la accién atenuda de la hemolisis de esos sueros, es
originada por la linfa. *

En vista de esos resultados producidos por el
intercambio nutritivo, he investigado también el
poder hemolisante del contenido del canal torixico
* del perro en ayunas, como también en plena diges-
tién. El contenido del perro en ayunas, tenia un
poder hemolitico disminuido con relacién al suero
sanguineo, resultados que estidn en un todo de acuer-
do, con los obtenidos por M. Basselli, que 1legé a la
siguiente conclusién: ‘el poder hemolisante de la
“linfa del perro esta en relacién con la del suero
** sanguineo del mismo animal como 7 es a 11°°. En
el perro en plena absorcién intestinal, el contenido




del conducto tordxico, de aspecto lechoso, después
de su coagulacién nos suministra un liquido cuyo
poder hemolitico es evidentemente més débil que el
del suero sanguineo y a la vez también mas débil,
que el del contenido torixico del perro en ayunas.

En conclusién resulta qué: en los perros, donde
su sangre no es modificada por el quilo, el poder he-
molitico de los sueros varian y parece ser maxima
esa variacién en la vena cava superior. En los pe-
rros donde la sangre recibe a nivel de los gruesos
vasos venosos del cuello, el producto o el resultado
de la absorcién intestinal, la sangre de la vena cava
superior hemolisa al minimum. Como decia ante-
lactescente de los sueros; econtribuye a ser una causa
nido del conducto torixico, el hecho de echarse el
quilo en el sistema venoso y determinar el aspecto
lactiscente de los sueros; contribuye a ser una causa
de la variacién del poder hemolitico. Y hay este
hecho; que he comprobado y es qué, en estado de
ayuno, los sueros obtenidos en los puntos alejados
de la cava superior, lo mismo que el suero de cual-
quier parte de la periferia; tiene mayor poder he-
molitico, que los sueros obtenidos en las mismas re-
giones del perro en estado de digestion. Esto viene
a demostrarnos la atenuacién del indice hemolitico
de los sueros causado por los intercambios nutriti-
vos.

Habiéndose efectuado experimentalmente el
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estudio de las variaciones del poder hemolitico de
los sueros normales, debido a las heterohemolisinas
naturales que contienen; sus investigaciones al es-
tado patolégico constituiria el tema del Gltimo ca-

pitulo.




CAPITULO I1

Causas accesorias, susceptibles de variar
los resultados de las hemolisis







Numerosas son las causas, suceptibles de in-
fluir y variar los resultados de la hemolisis; las cua-
les trataremos brevemente a continuacién:

Falta de asepsia

Este factor es de gran importancia. Los auto-
res y muy especialmente M. Vaquez, insiste, desde
sus primeros ensayos; habiendo indicado siempre
la necesidad de rigurosa asepsia, cuando anotaba
los resultados obtenidos al cabo de varias horas. La
influencia de la falta de asepsia crece naturalmente
con el tiempo empleado en la operacién. Es necesa- ‘
1io no escatimar precausiones y de asegurar de una ol
manera perfecta, la limpieza y esterilizacién de los
instrumentos, ttiles necesarios, soluciones, ete., ¥
de la piel del sujeto a examinar.

La falta de esterilizacién de la solucién de Cl
Na, nos dié, operando con el mismo suero de un en-
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fermo, resultados diferentes; haciendo uso de una
esterilizada se obtuvo un resultado 5 y con la pri-
mera la hemolisis se producia en el tubo N.° 6.

Los resultados contradictorios ocasionados por
la falta de esterilizacién; han demostrado la nece-
sidad de una rigurosa asepsia, y desde entonces se
someten todos los tubos tanto de ensayo como de
experimentacién, pipitas, ete., durante 15 minutos
a una temperatura -|- 180°, y las soluciones du-
rante 20 minutos al autoclave a una temperatura
de -|- 180°. Para evitar la évaporacién que nunca
falta, atn en un frasco rigurosamente cerrado con
algodén o con tapa esmerilada; se colocan las solu-
“ciones en tubos y se cierran a la llama. En esas
condiciones podran esterilizarse las soluciones que
sean necesaria, sin temor de concentracién alguna.

La piel de la regién, donde sera tomada la san-
gre, sera limpiada con jabén y agua, secindose ri-
gurosamente mediante compresas o gasa esterili-
zada.

Duracién

Is de corriente observacion que excediéndose
mas de 24 horas en la operacién, los glébulos rojos,
en presencia de la solucién de suero que se hace ac-
tuar, se muestran menos resistentes ¥y con mayor fa-
cilidad se produce la difucién de la hemoglobina en
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la solucién de suero. Pero todas esas diferencias
son reducidas al minimum cuando la asepsia ha
sido observada rigurosamente.

Temperature

En el corto espacio de 20 minutos a 24 horas,

tiempo minimum y miximo necesario — segtin el
procedimiento adoptado — para llegar a un resul-
tado; la temperatura de -|- 12° a -|- 37° parece no

A P
tener mayor influencia. Pero una temperatura

constante de la estufa a -|- 37°, favorece ligeramen-

te el despojo de la hemoglobina del estroma globu-
lar.

Solucrones impuras

Es de una necesidad impresindible, el empleo
de agua rigurosamente destilada, como asi mismo

de cloruro de sodio quimicamente puro.

11 cloruro de sodio es una sal anhidra, pero sus

cristales contienen el agua de interposicion. Esta

agua de interposicién cuando se opera con peque-
Nas catidades de solueién, es suceptible de modificar
los resultados. La solucién que se emplea, para
operar, de acuerdo con el procedimiento que se in-
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dicard en el capitulo siguiente, es una solucién de
Cl Na al 8 o|oo solucién isoténica para los glébulos
rojos de conejo._

Suero sanguineo

El procedimiento para la obtencién del suero,
es de una importancia capital. El procedimiento
de las ventosas oscal'iﬁcad'as para la estraccién de
sangre del enfermo merece la objeceién siguiente:
las ventosas las mayoria de las veces, por no decir
todas, nos dan un suero sanguineo, ya hemolisado.
Se explica este fenémeno, por la accién del aleohol
cuando con él se opera, el*calor tiene una accién va
bien descripta en el capitulo TTL.

Es preferible proceder siempre la puncién de
las venas del pliegue del codo, para obtener la san-

gre necesaria; bastando unos 4 o 5 e.c.

Obtenida la cantidad necesaria de sangre, cen-
trifugamos inmediatamente y a medida que se coa-
gula, va separandose el suero del codgulo, quedando
este en el fondo del tubo y sobrenadando el suero.
También puede abandonarse la sangre en la hela-
dera a una temperatura no muy baja, se efectiia la

_ coagulacién, ocupando el codgulo todo el alto del
tubo y el suero diseminado en la periferia. Este
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procedimiento es c’riticable, puesto que, si existen
autohemolisinas en el suero de la sangre extraida,
Tecogeremos un suero ya hemolisado, por haber ac-
tuado sobre sus propios glébulos rojos. Una vez
separado el suero del codgulo, se retira con una pi-
peta esterilizada y se coloca en tubos hasta tanto
sea utilizado.

Preparacion de glébulos rojos de conejo

Después de desinfectar y de producir una con-
gestion intensa por medio del xilol, se punciona la
vena marginal de la oreja, se va recogiendo la san-
gre en un frasco que contiene 30 o 40 perlas de vi-
drio. Después de recoger 30 o 40 c.e. de sangre
(cantidad mAaxima, por cuanto si nos excedemos
sacando 50 c.c., hay probabilidades de que el co-
nejo muera). Se tapa previamente el frasco con
¢l objeto de efectuar la operacién al abrigo del aire
¥ se procede a defibrinar la sangre. Después de un
continuo batido de 20 o 30 minutos, la fibrina forma
un solo blocks y los glébulos rojos se encuentran
disaminados en su propio suero. Una vez retirado
el bloks de fibrina, se centrifuga durante 10 o 15 mi-
nutos esta mezcla de glébulos rojos y de suero; los
glébulos rojos se depositan sobrenadando el suero,
se decanta éste, y se vierte sobre los glébulos rojos
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una soluecién isoténica de Cl Nz; al 8 oloo, se agita
y se centrifuga nuevamente. HEsta operacién tiene
por objeto lavar los glébulos rojos, es decir supri-
mir las escasas cantidades de suero que atin queda-
ba entre el elemento globular; esta tltima opera-
cién puede practicarse dos o tres veces si necesario
fuese.

Obtenidos los glébulos rojos de conejo, se de-
positan estos en tubos de ensayos previamente es-
terilizados. Pueden ser conservados en la heladera
por espacio de 2 o 3 dias a lo sumo, a una tempera-
tura de -|- 8° a -|- 10°.

Preparacion de la solucion globular al 1]10

.

Tista emulsién o solucién globular se prepara
de la siguiente forma: se toma 1 c.c. de glébulos
rojos de conejo y 9 c.c. de la solucién isoténica de
(1 Na, se agita bien y se tiene en total 10 c.c. de so-
lucién al 1110 de glébulos rojos de conejo.

Habiéndose obtenido ya el suero del enfermo
normal o patolégico, teniéndose las soluciones al
1/10 de glébulos rojos como también la solucién iso-
ténica para los glébulos rojos de conejo al 8 o|oo, se
puede proceder a efectuar el dosage del poder he-
molitico de las heterohemolisinas, punto que se tra-
tara en el capitulo siguiente:
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Agentes terapéuticos

Antes de proceder al dosage del poder hemo-
litico de las heterohemolisinas, es necesario indagar
si el paciente se encuentra en tratamiento y la clase
de medicamentos suministrados. Ser4 siempre con-
veniente a fin de uniformar un criterio, de efectuar
todas las investigaciones, antes de la suministracién
de los medicamentos.

Hay un sin niimero de medicamentos que tie-
nen una aceién marcada sobre las hemolisinas del
suero humano.

En el orden de los diuréticos tenemos los si-
guientes que desminuyen y aumentan el poder he-
moliticos de los sueros; indicaremos con el signo —
la disminucién, con el signo -|- el aumento y con el
seguro O, los de accién indiferentes:

Digitalina — Nitrato de potasa —
Theocine — Acetato de potasa O
Urotropina — Cafeina (0)
Lactosa —  Urea —
Glucosa -|- Escila —

Tenemos ademis un medicamento de uso con-
tinuo: el ealcio y sus derivados. El cloruro de cal-
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cio, como también el lactato, tienen una accién in-
mediata sobre la accién de los hemolisinas, dismi-
nuyendo de inmediato el poder hemolitico del suero.




CAPITULO 111
de los resultados

Método adoptado e interpretacion







Para poder efectuar el estudio de las hemoli-

sinas en los sueros normales y patolégicos y las re-
laciones existentes entre la hemosensibilizatriz na-
tural y la alexina. Se ha tratado de encontrar un
método apropiado para poder avaluar el poder he-
molitico, con la mayor exactitud posible. Antes de
abordar el método adoptado, como también la in-
terpretacion de sus resultados, haremos una breve
reseila de los diversos mdétodos conocidos hasta cl
Ppresente.

Métodos precedentes

Muchos autores han ensayado el dosage del po-
der hemolitico de los liquidos del organismo, si-
guiendo todos métodos diverses.

En todcs esos procedimientos las cifras obte-
nidas, representan solo valores relativos.

Cané y Vallée, como también Falloise, se con-
cretan a sefialar una hemolisis fuerte, débil y me-
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diana, segfin la intensidad de coloracién de la

mezela.

Nolf funda su procedimiento en la accién he-
molitica del suero, en su mayor dilucién, dejando
la mezcla previamente en la estufa durante dos
horas.

London toma en consideracién la cantidad mi-
nima de suero necesario para obtener la hemolisis
completa de una cierta cantidad de glébulos rojos,
dejando la mezela a la estufa durante 15 minutos
o media hora. Designa el poder hemolitico (en pre-
sencia de los globulos hemolizados, mediante una
formula empiriea.

Madsen, para avaluar el poder destructivo de
una lisina, determina la cantidad relativa de hemo-
globina disuclta, esta determinacion la lleva a ca-
bo por el método colorimétrico de V. Fleisch.

Goussew en sus investigaciones, también ha em-
pleado el hematimetro de Fleisch v espectrofoté-
metro de Glau; esa determinacién la efecttia ha-
ciendo actuar una cantidad determinada de suero,
en presencia de su exceso de glébulos.

Melkikh y Kaliapine han caleulado la eantidad
de alexinas y de las hemolisinas en la fiebre recu-

rrente, segtin el grado de hemolisis obtenida.
G- Mioni, en su estudio sobre el dosaje del poder
hemolitico (1904), adopta un método interesante, el
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cual describiremos en forma breve, lo mismo en lo
que consiste su mecanismo.

El método de Mioni counsiste en la cantidad de
hemoglobina puesta en libertad por una cantidad
dada de suero; es la forma — dice — que nos per-
mitira calcular exactamente la cantidad o riqueza
en hemolisinas de eada suero.

Es necesario usar de ciertas precauciones, sin
las cuales los resultados no son constantes. De los
numerosos ensayos ha deducido la necesidad de ob-
servar las siguientes reglas:

A una determinada cantidad de liquido hemoli-
tivo globular. Se colocan los tubos en la estufa,
tivo globular. Se colorean los tubos, en la estufa,
a una temperatura de -|- 37° 6 -|- 38* y se agita du-
rante el tiempo que dura el experimento. No es
indiferente dejar los tubos en reposo sin agitar;
hay que evitar que se depositen los glébulos del
reactivo, en el fondo de los tubos, manteniendo con
la agitacion la homogeneidad de la mezcla.

Los tubos se mantiene en la estufa durante
45’ 6 60°. Se centrifuga en seguida la mezcla, se
decanta el liquido que contiene en solucién la he-
moglobina vy se dosa ésta mediante el hemdmetro
de Fleisch-Miescher.

Si el liquido decantado tiene una intensidad de
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coloracién superior al maximum de la escala de
Fleisch, se hace necesario practicar diluciones.

Sabemos que la ciAmara del aparato de Fleisch
tiene una capacidad de 1 c.c. 5, se tiene inmediata-
mente una cifra que representa en unidades del he-
mémetro la cantidad de hemoglobina que se encuen-
tra en 1 c.c. 5 del liquido decantado.

Por medio de un sencillo célculo establece una
relacidn entre la escala colorimétrica del aparato de
Irleisch y la cantidad total, en peso, du ia oxihemo-
globina disuelta. Se sabe que 1 mgr. de oxihemoglo-
bina disuelta en 1 c.c. 5 de agua destilada — ca-
pacidad de la cdmara del aparato de Fleisch — da
una coloracién correspondiente a la cifra 105 de la
escala colorimétrica. Basta dividir entonces por
105 el ntimero de unidades obtenidas en el hemé-
metro, para que se tenga la cantidad de hemoglo-
bina en miligramos. Conocida la cantidad de he-
moglobina contenida en 1 c.c. 5 de liquido, sélo resta
caleular la cantidad total de hemoglobina disuelta
en todo el-tubo donde la hemolisina ha actuado.

El caleulo no resultaria exacto, si no se tiene
en cuenta nna causa de error, debido a la presencia
de glébulos rojos intactos, que no han hemolisado.

Una ejemplo facilitard la comprensién de lo
afirmado.

Suponiendo haber puesto en presencia de 10
c.c. de suero hemolisante, 10 c.c. de reactivo globu-
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lar, este reactivo globular esta constituido por 6 c.e.
de liquido y 4 c.c de glébulos rojos. Por consecuen-
cia, al empezar la operacién la mezcla se compone
de 16 c.c. de liquido — 10 c.c. del suero hemolitico
v -|- 6 c.c. de la parte liquido del reactivo — y 4 c.c.
de glébulos rojos no disueltos.

Supongamos que al finalizar la operacién el
suero ha disuelto 1 c.c de globulos rojos, la mezcla
se presenta ahora constituida de 17 c.c. de liquido
por 3 c.c. de glébulos rojos no disueltos.

La hemoglobina correspondiente al centimetro
ctibico de glébulos disucltos, se ha diseminado en
17 c.c. de liquido y no en los 20 c.c. TPor consiguien-
te, la cantidad de hemoglobina que habremos encon-
trado en 1 c.c. de liquido debera ser multiplicado
por 17, v no por 20, para obtener la cantidad total
de hemoglobina disuelta.

G. Mioni, en sus investigaciones, opera con una
mezela de 10 e.c., compuesta de 5 c.c. de suero y de
5 c.e. de reactivo globular. En esas experiencias G.
Mioni usa la siguiente tabla, donde al valor (Hb.)
que es la hemoglobina disuelta en 1 c.c. de liquido,
corresponde al volimen total del liquido.
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TABLA

H. B. x c.c. Liquido total . H. B. x c.c. Liquido total
0.0400 gramos 8.10 ¢.c 0.8928 gramos 9.10 c.c.
0.0792 » 8.20 » 0.4239 » 9.20 »
0.1170 » 8.30 » 0.4543 » 9.80 >
0.1547 » 8.40 » 0.4840 » 9.40  »
0.1911 » 8.50 > 0.5131 » 9.50 »
0.2267 > 8.60 » 0.5116 » 9.60 »
0.2614 » 8.70  » 0.5695 > 9.70  »
0.295¢ » 8.89 » 0.5968 » 9.80 »
0.3286 » 8.90 » 0.6237 » 9.90  »
0.3611 » 9.00 » 0.6500 » 10 »

Un ejemplo de caleulo nos permitira compren-
der la aplicacién de este método:

Ruesto en contacto 5 c.c. de suero y 5 c.c. de
reactivo globular. Después de sacado de la estu-
fa y centrifugado se obtiene un liguido muy ecolo-
reado y un depésito de glébulos rojos aun intactos.
Se toma 1 c.c. 5 de liquido v se lo diluye a 1/40.
Se dosa con el hemémetro el lquido diluido y se
encuentra, supongamos, la cifra 40. Se multipliea
esa cifra por el grado de dilucién 40 Yy tenemos
que 40x40  1.600. Se divide 1.600 por 105
15 mgr., mas o menos de hemoglobina que contrene
el 1 c.e. 5 de liquido. Un e.c. contendra 10 mgr.




Mirando la escala vemos que los glébulos des-
truido es de O c.c 30. Hay que multiplicar 0 gr.
010 x 8,30 para tener la cantidad total de hemoglo-
bina disuelta en el liquido. I&n el presente caso se-
ria de 0 gr. 830.

Algunas experiencias preliminares nos serin
de utilidad incalculable para la obtencién de resul-
tados lo mas exactos posible. Para esto es necesa-
rio observar una serie de precauciones, que seran
de utilidad practica en las experimentaciones.

1° La proporcién entre el reactivo globular
v la cantidad de liquido hemolitico debe permane-
cer constante en toda las experiencias. Mioni en
sus investigaciones agrega siempre a un volumen
de reactivo globular, un volumen igual de liquido
hemolitico. Nosotros adoptamos en nuestro méto-
do, la misma cantidad de reactivo globular y can-
tidades decrecientes de liquido hemolitico. Mioni
adopta ese procedimiento porque los glébulos que
constituyen el reactivo no todos tienen la misma
resistencia.

Ha investigado la influencia de la ecantidad de
reactivo, mediante la siguiente experiencia:

‘Se distribuye en una serie de 6 tubos de 3 c.c.
suero de buey obtenido por batido. Se prepara el
reactivo globular de conejo, agregando al suero el
reactivo en las proporciones siguientes:
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Solucién isoténica Hemoglobina

Tubos [Suero de buey | Reactivo globular p*. glob. conejo disuelta

Esta experiencia nos demuestra que si ponemos
en contacto con la misma cantidad de suero, canti-
dades crecientes de reactivo globtilar, la cantidad
de hemoglobina puesta en libertad aumenta progre-
sivamdnte. Por ese defecto, tan manifiesto, es la
causa que ha influido para inclinarnos hacia el mé-
todo que hemos adoptado y modificado.

Es necesario tener presente que la hemolisis es
mas larga cuando las experiencias se realizan a una
temperatura ordinaria; la hemolisis puede enton-
ces prolongarse durante muchas horas. Pero en
este caso tenemos una causa de error, cuando los
hematies empiezan a disgregarse espontdneamente.

La experiencia siguiente demuestra que la ac-
cién hemolitica se detiene completamente al cabo
de cierto tiempo.




Se distribuye en una serie de tubos, 1 c.c. de
suero de buey -|- 1 c.c. de reactivo globular de co-
nejo. Los tubos son mantenidos durante tiempos
variables y en seguida sometidos a una centrifuga-
cién enérgica. Il resultado que se obtiene es el si-

guiente:
15 minutos — 0 grs. 018
30 ’ — 0, 027
45 ’ — 0, 030
60 — 0, 031
1 hora 45 ’ — 0, 031
2 horas — 0, 031
3, — 0, 031
15, — 0, 042

Vemos que después de cierto tiempo la hemo-
lisis se detiene, atin ex;istiendo un exceso de glébu-
los no disueltos. Es entonces necesario en nuestros
ensayos esperar ese limite de tiempo para conocer
de una manera exacta la cantidad de hemoglobina
que un suero puede poner en libertad.

METODO ADOPTADO

Ferré y Mauriac preconizan un método que
tiene el inconveniente de no tener el niimero nece-
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sario de tubos para indicar el indice hemolitico de
ciertas afecciones, que es sumamente elevado. He-
mos adoptado el procedimiento y lo hemos modifi-
cado de acuerdo con las necesidades de la experi-
mentacion.

No es necesario para efectuar una operacién
5 c.c. de suero y 5 c.e. de reactivo globular, que
necesita Mioni; bastan 20 gotas de suero para efec-
tuar una reaccién, y con 1 c.c. de reactivo globular
de conejo basta para tener 10 c.c. de emulsién glo-
bular, cantidad atin méis que suficiente para efec-
tuar 3 reacciones. Bastan tan sélo 3 6 4 c.c. de
sangre del enfermo, que nos suministrara las 20 go-
tas de suero necesario; este método viene a ser e6-
modo y prietico, por cuanto no hay necesidad de
sangrar a un enfermo para poder obtener 5 c.c. de
suero, cantidad necesaria para operar con el mé-
todo~de G. Mioni.

Este método consiste en lo siguiente:

Se dispone una primera serie de 9 tubos, de
igual calibre y espesor en condiciones de asepsia ya
indicada. En cada uno de los tubos de esta serie
se vierten, con un cuenta gotas — debe usarse siem-
pre el mismo, o bien la pipeta de Levaditi — dos
gotas del suero a examinar y se va agregando a cada
tubo cantidades crecientes de la solucién de cloruro
de sodio al 8 ofoo isoténica para los glébulos rojos
de conejo. Obtenemos asi diluciones del suero, co-




guiente:

mo podri verse a continuacién en el cuadro si-

Tubos

Suero fresco
a examinar

F

-+ 2 gotas
+ 2 »
+2 »
+ 2 »
+2
+ 2 >
42 >
-2 >
+2 >

Soluciﬂo‘ln :1“’%0?1 Na Observaciones
-+ 2 gotas
+ 4
-+ 6 »
+ 8
+10
-+ 12 >
+15 >
+2 >
-+ 25 »

merados de 1 a 10.

Obtenidas las diluciones de suero cada vez mas
débiles, se coloca una segunda serie de tubos, nu-

Se coloca en todos los tubos de esta segunda se-
rie 10 gotas de la solucién 1|10 de glébulos rojos de
conejo. En el tubo N.° 1 se vierte, a méas, 2 gotas del
suero del enfermo a examinar — sin diluir — y en
los otros 9 tubos, se vierten 2 gotas del suero di-
luido de los tubos de la 1.* serie, a sus correspon-
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dientes de la segunda, en la forma que se indica a

continuacion:
Solucién
Tubos al décimo de Suero diluido de la 1ra. série
gl. roj. de conejo

1 -+ 10 gotas -+ 2 gotas suero sin diluir

2 + 10 > +2 » » diluido tubo A
3 + 10  » +2 » » > B
4 -+ 10 » 42 > » » » C
5 4+ 10 » + 2 > » » » D
6 “+ 10 > + 2 » » > » B
7 + 10 > +2 > » ’ » P
8 + 10  » + 2 > » » » G
9 + 10 » + 2 » » » » H
10 | 410 » T TN » » > I

Practicada esta segunda operacién, se coloca
— después de previa agitacion — los tubos de esta
segunda serie a la estufa durante 15 6 20 minutos.

Para obtener los resultados de la hemolisis, po-
demos abandonar los tubos a la temperatura am-
biente del Laboratorio y dejar que se depositen los
glébulos rojos no hemolisados por si solos. Pero
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como decia en el anterior capitulo, al ocuparme del
tiempo, como medio de modificar un resultado he-
molitico, sucede que el contacto prolongado del sue-
ro salado y de los eritrocitos, producen una débil
difusiéon de la hemoglobina, que viene a dificultar
los resultados.

Para evitar este inconveniente es preferible
centrifugar los tubos una vez sacados de la estufa.
Ista operacién debe durar 10 minutos como mi-
nimum.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Este método, como se ha dicho, ademas de ser
practico, sehcillo, tiene la ventaja de poder investi-
garse en el lapso de tiempo tan reducido de 25 mi-
nutos, el poder heterolitico de las heterolisinas de
los sueros. El grado de hemolisis minima se avalia
s6lo tomando como valor a un tinte del suero bien
diferenciado y de color francamente rosado; por
ejemplo: supongamos que la hemélisis minima se
produce en el tubo N.° 7, se dird que el poder hemo-
litico del suero es de T; si fuese en 2, diremos que
es de 2. El poder hemolitico puede ser nulo; en
este caso en ningin tubo hay hemolisis. FEl poder
hemolitico puede ser de 1 a 10; es decir, hay hemo-
lisis en todos los tubos cuando es de 10. El poder
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hemolitico de Ios sueros puede ser atenuado y au-
mentado. Es atenuado cuando hemolisan por de-
bajo de 3 y aumentado cuando hemolisan por enci-
ma de 5. Correspondiendo la hemolisis media, 3
a 5, al poder hemolitico del suero normal.




CAPITULO IV

Las hemolisinas del suero al estado patolégico







Habiendo estudiado en uno de los capitulos an-

teriores el diferente poder hemolitico de un mismo
suero, en las diferentes partes del sistema circuia-
torio, al estado normal, y después durante los in-
tercambios organicos. Hemos podido valorar la
accion de éstos y la influencia manifiesta ejercida
sobre las diferentes muestras de sueros.

Sabemos cuan numerosas son las causas que
pueden influir en el poder hemolitico del suero nor-
mal. Sabemos también que el indice hemolitico del
suero de un sujeto normal es de 3 a 5.

Ahora bien, con las investigaciones efectuadas
podemos abordar el estudio de las hemolisinas del
suero humano al estado patolégico, con resultado
satisfactorio en lo que concierne al diagnéstico de
varias afecciones.

Estos estudios fueron empezados en el afio
1902 por Camus y Pagniez, cuyos trabajos se en-
cuentran condensados en la tesis inaugural de este
ultimo autor, que se ocupa de los liquido normales
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y patolégicos del organismo, bajo el mismo punto
de vista que nos ocupamos. Pagniez llega a la con-
clusién siguiente: ““En el hombre la alexina no de-
‘“ saparece jamas del suero, sea cual fuere la afec-
““ ¢ién dominante; la cantidad de alexina puede va-
“riar en el mismo individuo — como ya ha sido
“ comprobado—; el suero mis fuertemente hemo-
‘“ lisante fué suministrado por un individuo al
‘“ estado patolégico; por el contrario el suero me-
*nos hemolitico fué suministrado por enfermos
*“ atacados de anemia perniciosa y de leucemia; por
faltimo — dice — pareee aumentada la hemolisis
““en los sucros de individuos atacados de tubereu-
““losis, de uremia v de asistolia’’.

Kl poder aléxico de un suero se determina in-
vestigando la cantidad minima de suero, capaz de
hemolisar un nimero fijo de glébulos, en presencia
de una cantidad conveniente de amboceptores he-
moliticos. Hste punto de las condiciones hemoliti-
cas de los sueros han sido enumerados en la primera
parte de este trabajo, de acuerdo con las conclusio-
nes establecidas por Mioni, en su estudio sobre las
hemolisinas naturales.

Kl valor aléxico es tanto mayor cuanto menor
es el volumen de suero necesario para obtener la
hemolisis. Es variable — como se ha dicho — en
diversas condiciones fisiolégicas. Esa variabilidad
se exagera en las infecciones, lo que ha inducido a
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Gausserw a utilizar, a titulo de indicacién pronds-
ca en la tuberculosis, sea cual fuese sus modalidades
clinicas.

Jousset y Paraskeropoulos han dosado el com-
plemento del suero humano, al estado normal y en
diversos estados patolégicos, habiendo obtenido los
sigutentes resultado: aumentado el poder aléxico en
las siguientes afecciones: tuberculosis, sifilis ter-
ciaria, fiebre tiféidea, chancro blando, gota febril,
diabetes insipida y disminuido el poder aléxico en
la leucemia, cuyo suero no tenia poder hemolitico
alguno.

Estos autores llegan a las conclusiones siguien-
tes: 1.° El complemento en el hombre, aumenta en
‘“la mayoria de los estados patolégicos, cuya can-
‘“ tidad de alexina puede alecanzar al doble o tri-
‘“ ple de la cantidad normal, que es en general es-
‘“ casa. 2.° El aumento de complemento no puede
‘“ menos que indicar un trastorno del equilibrio or-
‘“ gdnico — fatiga o cenfermedad —. Sélo puede
*“ darnos indicaciones diagnésticas, todo lo contra-
““ rio de lo que piensa Goussew, y aiin menos’, como
‘“ medio de formular un prondéstico”’.

“Tal es asi que, en varios enfermos, el suero
““ recogido en las cercanias de la muerte encerra-
‘“ban una cantidad de alexina equivalente a la
‘‘ constatada varios dias o semanas antes’’.

De nuestras observaciones, sobre 182 muestras
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de suero humano, obtenidos de enfermos del Ser-
vicio de Clinica Médica del Dr. Rodolfo Lemos, del
Hospital Rivadavia,.y en cuyas historias clinicas
obtenidas otras muestras han sido facilitadas por
el Dr. Franecisco Arrillaga, del Servicio de Clinica
figuran los resultados obtenidos, otras muestras
han sido facilitadas por el Dr. Francisco Arrilla-
ga, del Servicio de Clinica Médica del Profesor
Dr. Abel Ayerza; en cuanto a las muestras de in-
fecciosas, las hemos obtenido de los diversos Ser-
vicios del Hospital Muiiz y de algunos enfermos
~del publico. Del conjunto de nuestras observacio-
nes — repito — creo poder deducir algunas con-
clusiones interesantes.

Antes de empezar a tratar esas conclusiones,
indicaremos los diversos podéres hemoliticos del
suero humano en las diferentes enfermedades, de
acuerdo con nuestro método adoptado.




RESULTADOS DE

LOS

182 CASOS OBSERVADOS

H 3
3 5%
2 Diagnusticos zé Observaciones
& 2
4  Asma esencial . . 5—6
1 ,,  renal . 8
3  Anemia profunda 8
2 Asistolia . . . . . . 9
4 Apendicitis aguda . 4—>5
1  Angiocolitis caleulosa . . 10
1  Adisoniano. 2
2 Bocio exoftalmico . 2—3
3  Bronconeumonia . 2
3  Chancro duro . 2
7 1 blando . . . 7—9 4 casos con adenitis ing.
‘ doble supurada.
1  Corea . 2 ‘
1 Cisto sarcoma . 2
2 Cénecer pilérico. 1
1 »” de estémago y ttero . 2
1 . 1 ' 1
1 o - » von metastasis 2 de higado.
1 » ,, es6fago . 1
1 ' , mama y rifién D. . . 1
1 Cardiaco negro (esclerosis de la
pulmonar . 1
2 Congestién hepdtica . . . 7
2 Cirrosis atréfica . 2—3
2 ” hipertréfica . . . . 6
1  Congestién renal . 8 origen grévido.
2 5 " 9 . téxieo.
4 Diabetis sacarina . 2—3
1 Demencia senil. 1

(A LA VUELTA)




RESULTADOS DE LOS 182 CASOS OBSERVADOS

g ©

8 52
2 Diagnésticos 5'—5 Observaciones
Z 2

2  Etafilocéecia . 7—9

4  Erisipela . 9—10

3  Embarazo . 7—8 al octavo mes.
2 Epilepsia esencial. 1—2

2  Endocarditis infecciosas . . . 7

2  Estrechez mitral . 5

1  Esclerosis pulmonar. 1 con neo de mana y sifilis
3  Histeria . 2

2 Hemiplegias con derrames . , . 8—10

1 Hemofilia . 10

4 Influenza 6—7

2 Insuficiencia tiroidea . . 1

2 » tiroidea-ovirica . . . 2

3 Ictericia catarral. 8

2 Nefritis aguda . 7+8

6 . erénica. 6

3 Leucemia . F N 1—2

1 5 Yy quiste hidatidico? . 7

1  Litrasis renal . . . 7

6 o biliar. 8 con ictericia
3 Pneumonia . . . . 1

2 Peliosis reumatismal . 8

1 . de Lanceraux. 9

2 Palicitemia rubra. 5—10

1 Pionefrosis caleculosa. ., . . . 3

4 Pleuresia serofibrinosa. 7—8

1  Poliserositis. 8

1  Paratifoidea. 1

5 Quistes hidatidicos higado . . 9

1 pulmén. . . 8

» ”
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¢ .3
3 s=
2 Diagndsticos E—é Observaciones
2 . P2
Rubeola .
2 Reumatismo erénico. . . ... . . 3
3 " poli-articular agudo . 6—7
7  WSifilis terciaria. . . . . . . .. 8 eon ataques agudos.
1 » hereditaria . . . . . . . 2
1 3 del higado . - 9 con hipertensién porta y
Y aseitis.
5  Sarampidn. 8—9 en plena erupeidn.
1 Sarcoma renal . . . . . . ... 1
1 . de pleura . . |
6  Tiféidea . . . . . . ... ... 7T—9
10 Tuberculosis pulmonar. . . . . . 7—10 en sus diversos periodos.
2 5 articular . . . . . . 7«
4 . 6sea . *. . . ... 8-9 Mal de Pott.
2 2 renal . . . . . .. 9-—10
2 5 intestinal y pulmonar 10
1 I ciego . . . . ... 9
1 Uremia . . . .. ... .... 9
3  Uleera redonda .. . . . . . . .. 9—10
182 Casos

El poder hemolizante del suero de individuo
normal es de 3 - 5, segiin lo hemos observado en tres
sujetos sanos. Teniendo el indice hemolitico que
corresponde al suero humano normal, podemos
abordar el estudio en conjunto de nuestras obser-
vaciones.
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1 En la mayoria de los estados patolégicas
cl poder hemolizante del suero varia sin regla apa-
rente; en la erisipela, sarampién, rubeola; en pleno
periodo febril — de erupeién — hemos encontrado
los siguientes resultados: 9 y 10 para la erisipela;
8 v 9 para el sarampién, v 7 para la rubeola; como
vemos, el poder hemolisante del suero se presenta.
aumentado.

2. Hay ciertas afecciones en las cuales el po-
der hemolisante del suero se presenta aumentado
de una manera casi constante: en la fichre tiféidea
y en el embarazo el poder hemolitico varia de 7 a 9
y de T a 8, respectivamente. En las icterias, en los
estados de asistolia, en las congestiones renales y
hepéticas, en la uremia, en la sifilis terciaria, chan-
cro blando, tleera redonda, nefritis’ agudas, el po-
der hemolitico de los sueros correspondientes a es-
tas afecciones, es de un indice siempre elevado, como
puede verse facilmente el cuadro precedente.

En las nefritis crénicas el suero presenta un
indiee hemolitico débilmente aumentado.

En la tuberculosis, sea cual fuese su modalidad
clinica, es donde se observa constantemente mis
acentuado el poder hemolisante de los sueros; el
indice hemolitico es de 7 a 10.

3. En determinados estados patolégicos en-
contramos regularmente el poder hemolisairr  de los

sueros sumamente débil: lo encontramos en todos
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los estados caquéticos, consecutivo a un neoplasma,
a una cirrosis, a una diabetis; en estos estados el
poder hemolisante es, a To sumo, de 1 a 2. Los en-
fermos atacados de neoplasma, de cualquier érga-
1o que sea, sin estar en caquexia, tienen un indice
hemolitico sumamente bajo, de 1 a 2. T.os mismos
sucede en los diabéticos, cuyos sueros hemolisan en
2y 3.

En las leucemias, el poder hemolisante del sue-
ro es muy débil; en tres enfermos he encontrado
un indiee hemolitico de 1-2, ¥ en un cuarto en-
fermo un indice de 7; pero en este tiltimo enfermo,
a pesar de ser negativa la reaccién de Guedini,
existe en la sangre una fuerte eusinofilia. s nece-
sario en este caso tener presente la funcién autohe-
molitica del bazo. Nuestros resultados concuerdan
con los obtenidos por Faltrain, Pagniez v Peyton
Rous, quienes comprobaron el poder hemolisante
fuertemente atenuado.

Por tltimo se observa una disminucién neta
y constante del poder hemolisante de los sueros en
las afecciones pulmonares de origen pneumocéccica.

El poder hemolisante 1o hemos encontrado cons-
tante de 1, y es de notar que a medida que evolu-
ciona la enfermedad va adquiriendo el suero paula-
tinuamente su poder hemolisante, para colocarse en
el indice normal de 3 -5 al terminar la enfermedad.
También la red fibrinosa va desapareciendo sensi-
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blemente; el suero y el elemento fibrinoide ocupan
en la neumonia las 2|3 partes del total de sangre.

En conclusién, ;tales resultados presentan aca-
s0 un interés practico para el diagnéstico? Creemos
que los indices hemoliticos son de utilidad ecomo un
medio de contribuecién al diagnéstico.

Dos ejemplos serviran para fundamentar esa
conelusién: Supongamos, por ejemplo, un enfermo
con adenitis cervical y axilar; su suero hemolisa
en 9; se encuentra aumentado; esto es mas que su-
ficiente para eliminar el diagnéstico de leucemia,
cuyo suero tiene un poder hemolitico de indice ba-
Jo: 1-2; nos inelinamos por el de tuberculosis gan-
glionar, cuyo indice hemolitico se presenta siempre
aumentado.

En los casos dudosos entre una afeccién ulee-
rosa y cancerosa del estémago las hemolisinas pue-
den ser de gran utilidad. En las dlceras redondas
el poder hemolitico estd aumentado, hemolisan en
10, mientras que en el neoplasma gastrico la hemo-
lisis se efectia en 1-2.

Para terminar, transeribiremos un caso relatado
por G. Ferré; se trata de un enfermo en un estado
bastante grave, que ingresa al Servicio del Profesor
Amozan; se constata una infiltracién en masa de
todo el pulmén derecho con expectoracion purulen-
ta; no se encuentran en el examen de esputos ba-
cilos de Koch, pero la evolucién general de la en-




fermedad autoriza el diagnéstico de tuberculosis
aguda, forma de neumonia caseosa. Pero el poder
hemolitico del suero del paciente era sumamente ate-
nuado: era de 2; no era, por consiguiente, una he-
molisis correspondiente a la afeccién diagnosticada
por cuanto la tuberculosis tiene siempre un indice
hemolitico elevado. La evolucién de la enfermedad
vino a confirmar el diagnédstico de la afeccién neu-
mocéecica que habia exteriorizado el poder hemo-
lisante del suero.

En restimen, creemos que las hemolisinas son
de utilidad como un medio de contribucién al diag-
ndstico clinico.

ANTONIO B. RIBEYROLLES.

Marzo 13 de 1916.
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