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SENORES PROFESORES!

Presento & vuestra consideracion, el presente trabajo
titulado «Contribucion al estudio de la coaculacion san-
guineas.

Este tema me fué sugerido por el Prof. Dr. B. Housxsay,
quien me honra al acompafiarme como padrino de tesis.

Ta parte experimental fué¢ hecha bajo la direccion del
Dr. A. Sordelli, y con el permiso del profesor Krauss, en
el Instituto Bacteriologico del Departamento Nacional
de Higiene.

Agradezco al Dr. R. Borzone y al Sr. M. Gardé su desin-
teresada ayuda.

En el pasaje como alumno de la Facultad y como prac-
ticante de varios hospitales, serfa largo enumerar los
nombres de los médicos que han contribuido & formar mi

criterio clinico; para ellos mi sincero reconocimiento.
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Debo hacer publicos mis sentimientos de admiraciéon y
respeto 4 los Dres. S. Rafi6 y F. Canevari, de quienes he
recibido sabios consejos.

Por tltimo, un recuerdo 4 los modestos empleados que

han puesto su trabajo al servicio de mi tesis.




HISTORTA

Desde muy antiguo conociase la coagulacion de la
sangre y hasta la teoria humoral encontraba que la fibrina
crasis jugaba un rol importantisimo en los diversos esta-
dos patologicos.

Morawitz, divide las teorias que se han sucedido hasta
mediados del siglo pasado en dos grupos, unas quimicas
y otras fisicas, que suponen que existen en la sangre
acciones de substancias entre si, con formacion de un
algo nuevo dificilmente disoluble: la fibrina.

Hipocrates y Aristdteles crefan que la sangre coagu-
laba en cuanto faltaba suficiente calor y humedad. Asi,
Hipocrates explicaba un simple escalofrio porque la pi-
tuita y la bilis, mas frias que la sangre, se mezclaban &
ella y se coagulaba de una manera incompleta, y que
luego la sangre recuperaba su calor y aun se excedia; la

redisolucion del coagulo se hacia, y el sujeto tenia fiebre.

Entre los libros de la Edad Media encontramos en
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El Abib que la accion del ealor y de la humedad hacian
liquidar el codgulo y ésta se hacia mucho mis rdapida-
mente en presencia de substancias orgdnicas.

Schroeder Van der Kolk, .J. Bolhn, T. Hoffmmann, Luwig
v en 1760 Butt. erefan en la influencia del frio, y este
dltimo autor pensaba que la sangre era una solucién
sobresaturada de fibrina y con el enfriamiento se crista-
lizaba.

William y Hewson demuestran que la sangre puede
congelarse, después coagular. Schroedor Van der Kolk,
J. N. Pechlin, Boerhaave, Van Swieten y Albrecht Von
Haller, aceptaban que la cesacion del movimiento natu-
ral de la sangre permitia que la fuerza de atraccion de
los corpisculos contenidos en ellas se unieran y producir
asi la coagulacion de la sangre.

John Hunter demuestra que la sangre puede estancarse
durante mucho tiempo y aun batirse sin que la coagula-
cion se acelere.

Tampoco el contacto con el aire era causa que pudiera
influir en este fendmeno. y bastaba & Hunter basarse so-
bre la fluidez de la sangre menstrual, etc.

Mercurialis, Hewson y Helvetius explicaban la falta de
coagulacion de la sangre en los vasos por la accion de la
fuerza vital.

Las teorias del segundo grupo son también antiguas y
ya Galeno decia que la coagulacion de la sangre era una

etapa que como final llegaba & la descomposicion. Home,

Prevost y Dumas crefan en que dado las tendencias de
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los ntteleos & unirse entre ellos en el cuerpo del sujeto
siendo la capsula que envolvia al ntcleo vivo, impedian
su aglutinaciéon, pero una vez que esta capsula moria las
substancias contenidas en ellas pasaban al plasma y de
aqui la aglutinacion rapida de los elementos nncleares,

Miiller recogia sangre de rana sobre una solucion con-
centrada de aziicar, separados los elementos celulares
por filtracion en el lignido podia obtener el coagulo.
Estas observaciones las oponia Miiller & los conceptos
de Home.

Wirchow sostenia que la fibrina liquida no puede pre-
existir como tal en la sangre ni en los exudados y si s6lo
una prefibrina 6 fibrinégeno.

La transformacion del fibrinogeno en fibrina concreta
s0lo podia hacerse por la intervencion del oxigeno. Buch-
nan trabajando sobre el hidrocele llega 4 las conclusio-
nes  para transformar la fibrina liquida en solida es
indispensable la accion de otra - substancia en el suero
sanguineo, pero luego sus experiencias lo levaron 4 dar
mayor importancia & los corpisculos sanguincos.

Brucke, conservando sangre de corazon de tortuga, de-
mostré que ésta se coserva incoagulable por la accion de
las paredes. Brucke explicaba la coagulacion de la san-
gre en que parte de las albtminas del plasma sufrian
probablemente la accion de un acido que la hacia coa-
cular.

Deunis trato de aislar el fibrindgeno entrevisto por Wiy

chow. por soluciones concentradas de cloruro de sodio.
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El plasma que obtenia lo llam6 suero fibrina y después
la denomind plasmina y coagulaba expontineamente en
poco tiempo.

Hasta el afio 1860, s6lo se tenia demostrado dos he-
chos fundamentales: 1.2, la accion de la pared del vaso,
y 2.° la presencia del fibrinégeno en los exudados.

Corresponde 4 A. Schmidt el haber tomado la cuestion
y aunque sus observaciones no han sido completamente
aceptadas, ha formado, sin embargo, el armazdn sobre la
que se agregan las teorias mis modernas. Después de
Schmidt debe citarse 4 Hammarsten quien pudo aislar
perfectamente el fibrinégeno, reconoce la accion del fer-
mento del suero sangunineo y acepta con Arthus y Pagés
la accion de las sales de calcio.

El tercer gran periodo es constituido por la demostra-
cibn que para la formacion de trombina era necesaria la
accion de las sales de calcio. Conviene mencionar en este
periodo 4 Arthus, Pagés, Pekelharing, Lilenfeld al mismo
Hammarsten, Cramer y Schiifer. Entre los mas modernos
citaremos 4 Delezzenne, Fuld, Loeb, Wooldridge, Mora-
witz, Nolf, Bordet y sigue la lista innumerable de autores
que se han dedicado al estudio de tan interesante cuestion
y que aun ahora, mucho de los fenomenos intimos consti-

tuyen problemas muy arduos de biologia.




BSTUDIO FISICO DE LA COAGULACION DE LA SANGRE

La temperatura es un factor importantisimo que modi-
fica el tiempo de la coagulacién de la sangre. La tempe-
ratura 4 0° impide la coagulacion. Si se recoge la sangre
especialmente de la vena de caballo y se mantiene & 0°
ésta queda incoagulable y es suficiente calentarlo para
que el codgulo no tarde en producirse. A menos de dos
grados los globulos rojos se alteran, 4 temperaturas mas
bajas aun la sangre se congela, pero es suficiente aumen-
tar su temperatura para que se coagule.

Si recogemos la sangre & temperatura ordinaria y si se
espera hasta iniciarse el codgulo y luego se enfria rapi-
damente, la coagulacién no se puede detener y el coagulo
se produce 4 pesar de la baja temperatura.

Si eliminamos los elementos figurados, filtrando la san-
gre 4 baja temperatura, el plasma recogido sufre las mis-
mas transformaciones que la sangre completa; es decir.

que coagula en cuanto la temperatura aumenta.
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Los mismos fenomenos se producen con las serosida-
des llamadas espontaneamente coagulables como la linfa,
los exudados, etc. Se conserva igualmente la sangre ape-
nas recogida rapidamente en un recipiente & 0°. Aumen-
mentando la temperatura Nolf, por ejemplo, da las si-
guientes cifras: 4 6°3 tarda 45 minutos: 4 17°9 coagula
en 10 minutos; & 28°, 4 minutos, y a4 39°8, 2 minutos 45
segundos.

Hayem coloca la temperatura mas fovorable para que
se coagule la sangre de los animales superiores entre
mas 40° y mas 50°. Llevada esta sangre rapidamente 4
56° o 57°, las albuminas del plasma precipitan, y la san-
gre en esta forma se hace incoagulable. Las mismas pro-
piedades se observan en los liquidos espontaneamente
coagulables.

El exudado del pericardio del caballo 6 del hidrocele
humano, coagula si se le agrega cierta cantidad de suero
sanguineo dejan de hacerlo en cuanto se calienta previa-
mente & 57°,

Temperaturas superiores de 59° producen la coagula-
cion de todas las materias albuminoideas.

Agregando & la sangre hielo 0 pequelia cantidad de
agua helada, la sangre tarda en coagularse, probable-
mente debido & la accion del frio que impide la accion
destructiva del agua pura sobre los elementos celulares.
Kl agua en pequenas cantidades favorece la coagulacion
de la sangre; en cambio las fuertes concentraciones sali-

nas (Denis, Schmidt, Gautier) impiden la coagulacion, y
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es suficiente extraer el exceso de sales. ya sea por dilu-
¢ion O por dialisis para que la sangre coagule por su
cuenta. La accion de los cuerpos extrafios como los cuer-
pos inertes 0 de mucha superficie hace que la sangre
coagule muy rapidamente. Cuando la sangre se coloca en
un tubo de ensayo y se deja en reposo, la coagulacion
empieza por las paredes del vaso, luego la supertficie libre
y por ultimo el centro. Fyreund y Barrier descubren gue,
recogiendo la sangre en ui recipiente recubierto con
substancias grasas, la sangre tarda, 4 la temperatura del
laboratorio, hasta una hora y media en coagularse. Bor-
det y Gengou usan vasos parafinados, pero esta substan-
cia, segin Nolf, es un cuerpo extrafio que no detiene por
st solo 1a coagulacion. Nolf toma como recipiente la vena
de un animal, y aun cuando por centrifugacion hace de-
positar en el fondo todos los elementos, sin embargo, el
plasma recogido en un tuho de ensayo, coagula espon-
taneamente aungue de una manera mas lenta.

Los gases no parecen tener accion ninguna en la coa-
eulacion de la sangre. Estando liguida la sangre en un
tubo de ensayo, el nivel de contacto con el aire es plano
y se hace concavo cuando se ha producido la coagula-
cion. Poco tiempo después de coagularse, se inicia un
nuevo proceso consistente en la disminucion del volumen
del coagulo, dejando escapar el suero, 4 esto se llama
retraccion del codgulo.

O'Claude ha querido medir y hacer grifica la retrac-

¢ion del coagulo; para esto toma una columna de sangre
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de 40 mm. de alto Y sobre un fondo de D
do de 4 mm. de 1

apel cuadricula-
ado por cuadrito; va midie
nutos como baja la columna, y va
papel.

ndo cada 2 mj-
marcandolo sobre e]




ESTUDI0 MOKPOLOGICO DE LA COAGULACION DE LA SANGRE

Alejandro Schmidt y sus discipulos hacen jugar &4 los
leucocitos un gran rol en la génesis del fibrin-fermento.
Filtrada la sangre de un caballo, se ve que el plasma
tarda més tiempo en coagularse que si en ella estuvieran
contenidos los elementos celulares. Preparando una sus-
pension de leucocitos y agregandolos al plasma, el tiem-
po de coagulacion se acorta. Dejando reposar & la sangre
del caballo, los globulos rojos, como se sabe, se deposi-
tan en el fondo, formando una capa superior los leuco-
citos, y se observa que de esta capa comienza el plasma &
coagularse. Numerando la cantidad de leucocitos antes y
después de efectuarse el coagulo, se nota que el numero
de éstos disminuye considerablemente. KEsta disminucion
no puede ser explicada por el hecho que la fibrina englo-
be estos elementos celulares; para Kriiger, en la fibrina
s6lo se encuentran tltimos restos de globulos blancos.

Por otro lado, los tral.ajos de Heyl, Groth, demuestran
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que la disminucion del niimero de leucocitos en la san-
gre trae consigo la disminucion del ticmpo de coagula-
cion, pero Bojanus, Hoftmann, Samson ¥ Himmelstjerna
observan que el tiempo que tarda la sangre en coacu-
larse, es el mismo & pesar que signe  disminuyvendo el
numero de leucocitos.

De aqui deducen algunos, que el organismo emite
substancias que no permitan actuar al fibrin-fermento que
se halla en exceso en la sangre circnlante. Estas hipote-
sis parecen comprobadas por Birk., Yakowicki y Sachs-
sendahl, tratando de demostrar que en la sangre, no solo
se destruye el fibrin-fermento formado & expensas de los
leucocitos, sino también la introducida experimental-
mente por via para-enteral. Puesto los animales de expe-
riencia en condiciones de inferioridad de defensa. aparece
en la sangre trombina y mueren por coagulacion intra-
vasal..Para Liwit, el exceso de trombina formado en la
sangre por la inyeccion de pepsina y piocianina., y que
1o produce la coagulacion sanguinea en vivo, es debido
4 que las substancias antes indicadas se unen & las sales
de calcio, impidiendo, por lo tanto, la intervencion del
calcio en la produccion del coagulo.

Zabotinsky observaba en los vasos mesentéricos del
conejo el fenomeno de la coagulaciéon sanguinea, previa
inyeccion en la yugular externa de este animal 10
4 20 c. ¢. de una solucion al 10 Yo de hemialbumosa,
¥y la coagulacion se producia mas rapidamente cuanto

menos tiempo después de hemialbumosa se observaba,
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como también después de las comidas del animal, es
decir, en aquellos momentos en gue el aflujo de globulos
bHlancos era mayor. Qalvioli. Ritchel, Spitta suponen que
los lencocitos no se destruyen por la coagulacion de la
sangre. Stassano y Billa dicen, basiandose en examenes
de la sangre de vaca hechos anfes ¥ después de inyeceidn
de substancias determinadas, que el codgulo s¢ produce
tanto mas mpuldmentv cuanto mas globulos blancos se
encontraba, y vio asi aumentar los leucocitos de 12.000
4 20.750, paralelo siempre A su capacidad de coagularse.

Segtn Heyl, la pérdida de leucocitos que se observa
después de la defibrinacion de la sangre de caballo al-
canza hasta el 71/ ¥ seenn Liowif se pierde hasta el
80.5 Y, del niunero total de leucocitos; parva Harmsen, en
la sangre humana solo existe una pérdida de 48.1 R ¥

0.

segtin Berg un anmento de 27 "J"

, Y 6305y Kriiger hace
oscilar el awmento de leucocitos entre 31.9 ¢ [y 50.5 Y

o
En el conejo decrecen término medio 50 %, a 51 UL
Stassano eree que el fibrin-fermento es exclusivamente
formado por los leucocitos. Algunos autores, ¢omo Man-
tegazza, piensan que no s la aceion propia del elemento
celular, sino de una substancia que se desprende al des-
truirse este elemento. Sehmit agregaba & los exudados.
espontaneamente 1no coagulables y que no contuvieran
leucocitos, cierta cantidad de globulos blancos y la coa-

gulacion del exudado se producia.

Los exudados que contienen un fibrindgeno precipita-

ble por ¢l cloruro de sodio y no precipitable por el calor
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4 mas de 56 grados, quedan incoagulables & pesar de
agregarle fibrin-fermento. Hayem opone, que estudiando
el exudado recogido del pericardio. v que al examen mi-
croscodpico mostraba una buena cantidad de globulos
blancos, sin embargo, era incoagulable & pesar de agre-
gar una emulsion de leucocitos, y s6lo coagulaba agre-
gando suero sanguineo. Hayem dice que la linfa es la se-
rosidad que no conteniendo hematoblasto, coagula por la
accion de los leucocitos. La linfa tiene todos los genera-
dores d~» la coagulacién, aun en fibrinGgeno precipitable
4 mas de 56° y no coagula dentro de los vasos; M. Ba-
rrier y Hayem han tratado de filtrar la linfa y eliminar
asf la presencia de ros globulos blancos, pero & pesar de
todo, el plasma asi obtenido contiene leucocitos y la coa-
gulacion se produce. Fano demuestra que la inyeccion de
peptona haciendo incoagulable la sangre de_ perro, pro-
duce igual accion respecto 4 la linfa. Hayem tiene forzo-
samente que admitir, que los glébulos blancos no actian
por su presencia, lo hacen por medio de substancias que
se desprenden de su cuerpo, y esto solo fuera de los
vasos linfaticos. Los hechos que se oponen & pensar de
que los leucocitos son los portadores de substancias coa-
gulantes, es que si se deja la vena yugular del caballo de
manera que se depositen todos los elementos celulares,
punzando la parte mas superior se obtiene un plasma que
no conteniendo ningin elemento figurado, sin embargo la
coagulacién se produce. Hayem y Bizzozero no han ob-
servado la deformidad bajo microscopio de los globulos
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blancos y su intervencion activa en la formacion del cod-
gulo. Si se filtran 4 través de papel Berzelins se obtiene
un liquido en que solo se encuentra uno que otro globulo
rojo; puesto este liquido & temperatura de laboratorio
durante una 0 dos horas, aparece una red fibrinosa, y
examinando la fibrina en el microscopio, no se observa
ningtan globulo blanco, Los leucocitos retenidos sobre el
filtro conservan sus propiedades normales.

Bizzozero examinando los capilares del cobayo, la ve-
locidad de elementos estaban disminuidos, observando
que se pueden contar 300 6 500 globulos rojos por un
leucocito, y cuando la coagulacion intravascular se pro-
duce cuenta 400 & 500 globulos rojos y ningun leu-
cocito.

El rol de los globulos rojos parece mis claro que la
de los leucocitos; para Wooldridge no intervienen en la
formacion de ningan elemento. Hayem, en cambio, hace
notar que los hematies se hacen menos adhesivos, y la
defibrinacion de la sangre por el patido disminuye la vita-
lidad de estos elementos que no tardan en destruirse; sin
embargo, conservan sus formas recogida y dejada coagu-
lar en ciertas condiciones. A. Gautier cree que los globu-
los rojos en la coagulacion se produce una exosmosis de
paraglobulinas. Hayem dice que, tratando de cierto modo
4 la sangre se obtiene de los hematies el desprendimien-
to de algunos corplsculos que llama corpusculos de exu-
dacion,y cree que estos corpuisculos tienen algan rol enla

coagulacion, porque en la sangre fibrinada no se observa
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la presencia de estos elementos. Tratando 4 la sangre
fresca por una solucion poco coloreada de azul de meti-
leno, y teniendo cuidado que penetren por capilaridad, se
observa la formacion de orupos mas 6 menos volumino-
sos, de donde parten finos hilos y parecen constituidos
por una variedad de fibrinogeno (Hayem).

Wooldridge cree que los pequeiios discos de que estd
formado el fibrindgeno A. de este autor no son mas que he-
matoblastos; pero Hayem observa que los corptisculos de
exudacion son muy parecilos. Se observa que los globulos
rojos nucleados de los oviparos no se encuentran estos cor-
plsculos de exudacion, en cambio en la sanere peptoniza-
da de los pajaros existe esta alteracion de los hematies, 1o
que hace decir & Hayem, que la sangre mantenida liquida
por inyececion de peptona no detiene la formacion de cor-
pusculos de exudacion fuera de los vasos.

Conheim encuentra que en los trombus blancos la pre-
seuncia de hematies es la excepeion.

Trabajando con plasma oxalatado que conserva bastan-
te bien las formas de los elementos celulares, v centrifugan-
do primero despacio para obtener asi en el fondo del tubo
los hematies y una gran cantidad de leucocitos, se obser-
ya que el plasma recogido es coagulable apenas se agre-
ga la suficiente cantidad de sales de calcio.

La ausencia de globulos blancos en la linfa y en los
exudados espontadneamente coagulables y en los lHquidos

incoagulables, pero que se coagulan al agregarse trombi-

na; hablan poco en favor de la intervencion directa de
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los hematies en la coagulacion. Kl rol que hacen jugar
los autores & los hematies son en general muy pobres,
unos la niegan por completo y otres le dan una partici-
pacion nimia en la coagulacion sanguinea.

Kl descubrimiento del tercer elemento de la sangre data
desde muy antiguo y ha sido denominado: los globulinos de
Donné, el bioplasma de Beale, los corplisculos de Zimmer-
mann,y mas modernamente en hematoblastos por Hayem.
plaquetas por Bizzozero, trombocitos por Dekhugzen y Gi-
glio-Tos, y Gitimamente globulinos por Aynaud. La forma
que fijo Hayem & sus hematoblastos era bicOncava, un
poce alargada; mientras que para Aynaud, guien recoge
Ja sangre en mejores condiciones, es fusiforme. muy pali-
dos, luego al degenerar se hacen redondeadas, y por al-
timo se deforman completamente. Es la rapidez de las
alteraciones de los globulinos que hizo y hace pensar el
rol fundamental que juegan estos elementos en la coagu-
lacion sanguinea. Bizzozero liga un trozo de yugular, y
mientras que la pared vascular es sana, la coagulacion
no se produce y los globulinos conservan su forma. Si
se obtiene el plasma por puncién de esa vena. la sangre
no tarda en coagularse, mientras si se agrega la solu-
cion sodio-metilica de Bizzozero, la coagulacion no se
produce y los globulinos conservan su forma. Una vez
que se produce la coagulacion en la vena, los globulos
blancos como los rojos mantienen su forma primitiva.

Bizzozero hace caer de la oreja de un perro & un vidrio

de reloj 20 4 30 gotas de sangre. y con un hilo de vidrio
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lo bate por uno 6 dos minutos, y asi obtiene una gran
cantidad de fibrina, que después de lavada en suero fisio-
logico es examinada en una solucién sodio-metilica; al
microscopio puede verse que el hilo de vidrio esti cu-
bierto por los globulinos y gran cantidad de fibrina: pero
si se bate solo 5O segundos y se lava rapidamente, se
puede ver el hilo recubierto por globulinos y sin ningin
filamento de fibrina. Batiéndose la sangre durante mayor
tiempo se observa, segtin Bizzozero, 4 un gran aumento,
dos capas, una la mas interna, tomando como eje el hilo de
vidrio, formada por los globulinos y uno que otro leuco-
cito; la capa mas externa estd formada por los filamentos
de fibrina que engloban algunos gi6bulos blancos y rojos.

En la alteracion de los globulinos se observa la forma-
cion de vacuolas, la periferia que estd en contacto con el li-
quido es perfectamente claro. Bizzozero produce al mismo
fenomeuno bajo el microscopio, toma para eso un hilo y
haciendo pasar sangre, luego una corriente de suero fisio-
l6gico, obtiene primero una primera capa de globulinos
adheridos al hilo y por wltimo la formacion de fibrina;
queriendo ver en esto el autor el mismo fendémeno que se
verifica al formarse un trombus blanco intravasal. Hayem
estudiando las condiciones que favorecen o dificultan la
coagulacion de la sangre hace notar que estos mismos
factores actfian sobre los hematoblastos; destruyendo

cuando favorecen la coagulacion y conservando sus for-

mas cuando impide esta misma coagulacion.




Es 4 Bordet y Delange 4 quienes se debe en estos alti-

mos tiempos un estudio mis acabado de los globulinos.

Estos auntores consiguen obtener por centrifucacion san-
ere oxalatada, una gran cantidad de globulinos sin mezcla
de otros elementos morfologicos y concluye que en las pla-
quetas existe una sustancia que Haman citozima, termo y
cocto estable capaz de formar trombina en presenciade un
elemento termolabil, que sedestruyed59,se halla en el suero
y llaman serozimay de las sales de calcio. Sila sangre de
mamiferos no tuvieran plagquetas seria incoagulable como
de la de los pajaros (Bordet, Delange). Las plaquetas con-
tienen mas citozima que los globulos blancosy una emul-
sion de estos globulinos es capaz de coagular & un exudado
que ha quedado incoazulable 4 pesar de su riqueza en

leucocitos.

El plasma sin plaquetas se coagula por su cuenta, pero
lentamente como lo demuestra las experiencias de Nolf.

Cajal hace notar que tratando las plaquetas de los ma-
miferos por las sales de plata se pone evidencia la pre-
sencia del fosfato de calcio, por la formacion del fosfato
de plata reductible por el acido pirogélico.

L. de Le Sourd y PPh Pagniez agregan 4 las plaquetas
una propiedad que se destruye @ 58° y es modificado ya
4 45°, consiste en hacer retraer el coagulo. El mayor nu-
mero de plagquetas retrae mayormente el coagulo formado.

Se puede obtener por inyeccion de plaquetas un suero
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citotoxico de plaquetas y este suero tiene la propiedad de
suprimir la retraceion del coagulo sanguineo.

Siguiendo la técenica sefialada por Ranvier, es decir, ha-
cer caer una gota de sangre en un porta-objeto. colocado
en la caimara hiuneda durante 25 horas puede observarse
bajo el microscopio los globulos rojos formando islotes que
se reunen entre si. Haciendo pasar por el preparado una
corriente de agua puede verse la red de fibrina; presenta
esta red unas granulaciones de una tres micrones y que
después se han identificado & las plaquetas destruidas. Kl
iodo y el sulfato de rosanilina colorean esta red.

Stitbel estudia la coagulacion de la sangre del caballo.
hombre y conejo al ultra microscopio, siguiendo el proce-
dimiento de Biirker. Sobre un biok de paratina, en la que
existe una excavacion se deja caer sobre ella unas gotas
de sangre, una vez depositados los elementos celulares, se
recoje el plasma y coloca en un objeto muy limpio, ro-
deado-el preparado con suero. Usa el paraboloide de Sie-
dertopf. Entre la luz y el preparado existe nn recipiente
de 5 centimetros de ancho llenode agua. s suficiente un
aumento de 1000 a4 1500 diametros. Se observa que una
vez aglutinadas las plaquetas de la sangre, formarse agu-
jas de fibrina en su mayoria adherido al ctunulo de pla-
quetos sanguineas. Cuando el plasma es perfectamente
limpido, las agnjas parecen nacer de liquido claro y de
varios lugares al mismo tiempo. Las agujas de fibrina au-
mentan en cantidad y grosor hasta llenar por completo el

Jesana obtiene

preparado, no observandose otra alteracion. (




— b3 —

sanegre de perre hecho incoagulable previamente por
inyeceion de 0.6 grs. por kilo de animal, de peptona
Witte; cuando se desea que coagule bajo el ultra micros-
copio agrega suero normal. Observa este autor una lumi-
nosidad difusa blanco azulada, como el de una nebulosa,
en clla existen raras estrellas luminosas animadas de un
movimiento de traslacion. En el plasma de perro pepto-
nizado, existe mayor luminosidad. Para Mayer no existe
tal luminosidad sino al contrario un fondo obscuro. Cesa-
na observa la presencia de granulos anterior 4 la coagu-
lacion; Mayer posterior & ellas. Cuando se inicie la coa-
gulacion el fondo de luminosidad aumenta asi como las
estrellas y los grinulos se avecinan 4 guisa de rosario
formando una linea continua tinica ininterrumpida; mas
tarde se entrecruzan formando redy el fondo aparece obs-
curo. Stitbel estudié ia formacion de la fibrina en aves y
anfibios. En las aves trabajaba sobre el plasma libre de
elementos, en los anfibios sobre la sangre. La coagulacion
del plasma de ave la obtenia agregando un extracto de
musculo fresco en suero fisiologico. In las ranas no tiene
mayor influencia este agregado y se deja coagular espon-
taneamente. Stitbel no observa en las ranas las agujas
descriptas en los mamiferos y solo existe una red de hilos
muy finos. Kl centro de esta red es generalmente un pe-
quefio cuerpo extrafio 6 una aspereza del vidrio. La red
no se adhiere, ni & los globulos blancos ni rojos ni trom-
bocitos de la sangre de rana. Fn las aves se forman tanto

la red como las agujas de fibrina y parece no tener rela-




¢ién con los trombocitos que nadan por encima de la red
6 de las agujas. Si se hace actuar el extracto de musculo
y cloruro de calcio en una solucion pura e fibrinogeno,

se observa agujas tipicas que parecen nacer como si fue-

ren un proceso de cristalizacion.




ESTUDIO QUIMICO DE IA COAGULACION  SANGUINEA

Sebmidt en 1860, observe que 4 los liquidos orgdnicos
Namados serosos, es decir aquellos que no eran espon-
taneamente coagulables, como el liquido del hidrocele
humano; formaban fibrina apenas se agregaba cierta can-
tidad de suero normal y llam6 & la albmina contenida
en el transudado substancias fibrinégenas y & la que s
encuentra en el suero substancia fibrinoplastica. Tra-
tando el suero por el anhidrido carbonico el precipitado
albuminoso era el que contenia la substancia fibrinoplés-
tica. Primero, Schmidt, pensd que la substanecia fibrino-
plastica era un fermento porque vido que después de
formar el coagulo desaparecia la substancia fibrinogena
y quedaba algo de substancia fibrinopléstica capaz de
coagular una nueva cantidad de substancias fibrinogenas;
pero al poco tiempo abandond esta concepeion porque la
substancia fibrinoplastica que obtenia después de una

segunda 0 una tercer coagulacion era de poder mucho
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nenor que la primera substancia fibrinoplastica empleada
Y entonces aceptd la teoria de la combinacion de la subs-
tancia fibrinogena con la fibrinoplastica y no la elimina-
cién de una por la otra. Considera por lo tanto la fibrina,
o como substancia preexistente, ¥ los transudados que-
dan liquidos porque les falta la substancia fibrindgena.
Dedujo también Schmidt. dado. que los liquidos pobres
en células son los que tienen menos tendencia & coagu-
larse concluye atribuyendo 4 las células un rol impor-
tante de portadores O genecradores de una substancia que
favorece el codgulo. Esta primer teoria de Schmidt, puede

representarse por esta ecuacion:
Substancias fibrinopldsticas —+ substancia fibrindgena = fibrina

Schmidt, para explicar la causa de la fluidez san-
guinea habla sélo de acciones probables de substancias
alcalinas; de circunstancias especiales en que podrian
encontrarse las dos substancias generadoras de la fibrina.
Briicke, dirigio sus criticas 4 osta teoria de Schmidt,
haciendo ver que la substancia albuminosa precipitada
por el anhidrido carbonico no tenia mayor poder que el
suero completo. A esta alblimina precipitada Jlamoé para-
globulina y emitio la idea que probablemente la para-
globulina siendo fibrinoplastica negativa, actuaria como
fermento agregado 4 esta albimina, Luego Schmidt, des-

cubrido una tercer substancia, pero con cardcter de fer-

mento, capaz de iniciar 6 acelerar ol coagulo en deter-
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minados liquidos. No consiguidé obtener una substancia
tibrinoplastica libre de fermento, pero si, un fermeunto
libre de globulinas. Basaba en Ja accion fermentativa
de la substancia hallada, de que era capaz de coagular
varias veces cantidades bastante grandes de substancias
fibrinoplasticas y fibrindgenas. Pierde sn accion de fer-
mento bajo la influencia de los acidos y las temperaturas
de 100 grados; siendo su optima de aceion 4 37°. A esta
altura de sas investigaciones Schmidt, emite la opinion
de que la fibrina se forma por la accion del fibrin-fer-
mento sobre dos albiminas y en presencia de las sales
alcalinas neatras. Se puede representar este concepto

por el siguiente esquema:

Fibrin fermento

Sustancia fibrino-plastica <€ ——— Sustancia fibrinogena

Fibrina soluble
" |
an
Sales alcalinas neutras Fibrina insoluble
La causa de que la sangre circulante es liquida, se
debe & la falta de fibrin-fermento y esto lo demuestra
recogiendo la sangre directamente sobre alcohol. Es solo
cuando los clementos celulares decaen, especialmente los
leucocitos, se produce entonces ¢l fibrin-fermento. Los

globulos blancos tambien producirian substancias fibrino-
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.

plasticas que uni¢ndose probablemente 4 la substancia
fibrinég=na produce una substancia intermediaria: la
fibrina soluble y solo ésta en presencia de sales alcalinas
neutras precipita al estado de fibrina insoluble. El punto
débil de la téoria de Schmidt se encontraba en las subs-
tancias fibrinoplasticas. pensd hacer actuar solamente el
fibrin-fermento, y que es necesaria la substancia fibrino-
plastica libre de fermento, agregando, por ejemplo, clara
de huevo obtenia asi la coagulacion en liquidos incoagu-
lables por otro modo. Advirtié también Schmidt, que el
peso de la fibrina formada. dependia en primer lugar de
la substancia fibrinoplastica.

Hammarsten, estudiando [a manera de obtener al es-
tado puro los elementos necesarios para la coagulacion
sanguinea, aislo el fibrindgeno de todas las demas subs-
tancias que la acompaiiaban, y demostroé que la substan-
cia fibrino plastica de Schmidt. que luego llamoé paraglo-
bulina, no-intervenian para la formacion del codgulo; era
suficiente la actuacion del fibrin-fermento puro sobre el
fibrinogeno igualmente puro para que ¢l codgulo se pro-
duzca. La causa del por qué Schmidt no obtuvo codgulo,
se debe al muy débil poder el fibrin-fermento empleado y
que el agregado de para-globulina no hace mis que ayu-
dar 6 acelerar el momento de la formacion del codgulo:
en algunos transudados no s¢ produce la coagulacion, es
porque en ellos existen substancias que se oponen a la
produccion de este fenémeno y que son neutralizados por

la accion de la para-globulina. Para cxplicarse la rela-



— H9 —

cion que existe con el peso de la fibrina y de la para-
glohulina, acepta Hammarsten que la para-globulina im-
pide que algunos cuerpos susfraigan 4 la fibrina cierta
cantidad de sales; pero esta accion de la para-globulina
no es especifica de ella, sino que obran como tal la ca-
sefna impura y algunas sales como el cloruro de calcio,
en aquellos casos en que parece que la para-globulina
actiia, segin el concepto de Schmidt, es suficiente calen-
tatlo & 4~ 569, para que destruyéndose la probable exis-
tencia del fibrin-fermento, solamente queda la accion de
la para-globulina, y entonces puede observarse que el
coagulo no se produce. Hammarsten, siguiendo el método
de las precipitaciones parciales con sulfato de magnesia,
ponia en evidencia en el plasma normal una gran canti-
dad de para-globulina, y aun én aquellos transudados
que 4 A. Schmidt no coagulahan con la adicion del fibrin-
fermento solo, contiene, sin embargo, un 50 Y/, de para-
elobulinas.

Hammarsten acepta de 1a segunda teoria de Schmidt
solo dos principios; el fibrin-fermento y la fase interme-
diaria de la fibrina disuelta. Basabase para aceptar este
segundo punto de vista, en que el liquido del hidrocele
s0lo coagula & -} 60° y la sangre 4 - 56°%; pero si se
agrega al liquido del hidrocele, el fermento y se calienta
antes de producirse el codgulo, entonces el precipitado
de fibrinozeno se hace & - 567 El liquido del hidrocele
queda limpido enando se hiela y se deshicla, pero se pone

turbio si se ha agregado fibrin-termento. Un  exceso de
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sales impide la formacion del codgulo. El andlisis del
azoe existente en la fibrina no indica qne sea el producto
de union del fibrindgeno y las paraglobulinas. Hammars-
ten demostrd que no hay necesidad de las sales solubles
para la produccion del coigulo, y es suficientemente pe-
queia captidad de alcali, llega en esta forma & la con-
clusion que la fibrina soluble es idéntica y la fibrina glo-
hulina O que el fibrindgeno se divide en dos substancias,
una soluble y otra dificil de disolver.

A esta altwra la investigacion de Hammarsten, puede
representarse por el erafico siguiente:

Fibrin fermento

'
|

A4

Fibrindgeno

Para globulina, ...l |
(faseina impura.. ..o oo ' Accién acelera-

('loruro de caleio ... ... .. .. ‘ dora ¢ positiva. ‘ Y
Alealis en solueién débil.... ... g Fibrina soluble
Sales en fuerte eoncentracion ... j Accionde retardo | |
Alealis en fuerte concentracion.. . C O negativa. .. .. Y

Fibrina insoluble

Ta accidn de las substancias que aceleran 0 que dis-
minuyen el poder de la formacion del codagulo, no son in-
dispensables para la intervencion y el eodgulo se forma
sin st presencia.

Frederieq, aceptando casi todos los conceptos de Ham-
marsten, demuestra ligando ta vena yugular externa del
caballo, dejando sedimentar los celementos figurados, ol

plasma que sobre nada ex rico en fibrindgeno coagulable
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4 -+ H6°. Hammarsten llamo fibrino-globulina & un cuer-
PO (ue parece no existiv preformado en las soluciones
puras de fibrindgeno, pero que aparece en cuanto se
coagnla & éste por la accion del fibrin-fermento. La
fibrina-globulina se halla en ol suero sanguineo y tiene
la propiedad de coagular & - 640

Los discipios de Schmidt como Takowiczky, Kibler,
Edelherg v Birk, estudiaron la accion del fibrin-fermento
en el organismo; Naunyn 1o prdo obtener coagulaciones
infravaseulares por la inyeccion en el torrente circunlato-
vio de fibrin-fermento, y si por la aceion de caerpos albu-
minosos: negd entoneces con Franckel la importancia del
fibrin-fermento colocindose en Ja primer teoria de Seli-
midt. Ni AL Schmidt ni [akowiczky pudieron provocar Ia
coagulacion intravasenlar v explicaban este hecho dicien-
do que el organismo podria destruir cierta cantidad de
Abrin-fermento. Kohler y Kdelberg, en cambio, tuvieron
mas suerte y con soluciones de fermento muy enérgicas.
conteniendo poea albliimina obtuvieron coagulaciones ma-
sivas en log vasos, observaban también estos experinen-
tadores (ue la inyeceion de oste fermento produce eleva-
cion de temperatura, y sobre este hecho creaban una
teoria atribuyendo un gran rol al fibrin-fermento, en la
produceion de la fiehre. Rste concepto ha sido totalmente
abandonado.

lakowiczky v Birk, de acuerdo con su modo de pensar,
buscaron la existencia del fibrin-fermento directamente

en la sangre y siempre encontraron cantidades variables



en esta substancia. I(hler y Haykraft no pudieron com-

probar esas afirmaciones. Otros discipulos de Schmidt se
dedicaron al estudio del febrin-fermento y consideraban,
como hemos visto, al leucocito destruido, factor indis-
pensable para poner en libertad al fermento. Rauschen-
bach demuestra que cualquier célula del organismo obra
sobre el plasma salado, ei plasma enfriado y los exuda-
dos, acelerando considerablemente la aparicion del coé-
gulo, mientras que estas mismas células agregadas 4
otros exudados y ciertos transudados el codgulo no se pro-
duce y supuso que habria un prefermento, al que di6 el
nombre de «Protozina». Esta protozina se encuentra en
todas las células ricas en nucleinas, por ejemplo, los es-
pematozoides. Rauschenbach explicaba que la presencia
del febrin-fermento en el plasma era debido 4 una in-
fluencia activadora que no existen en ciertos transuda-
dos. Estos trabajos fueron completados por Grohmarin y
Groth, quienes demcstraron que no solamente es el pro-
toplasma animal, sino el protoplasma vegetal, principal-
mente las bacterias forman fibrin-fermento bajo la influen-
cia del plasma.

Wooldridge y Groth demuestran que es mdas facil con-
seguir la coagulacion intra-vascular por la inyeccion de
células que por el fibrin-fermento. Samson y Nank trata-
ban de obtener la trombozina de Rauschenbach y creye-
ron haberlo encontrado en sustancias nitrogenadas espe-
cialmente Jos aminodcidos, corresponde también 4 estos

autores el haber hallado que la accion atribuida por
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Sehmidt & la hemoglobina no corresponde & esta sino mas
bien al estroma de los globulos rojos. Kollmann defendio
la idea de que todas las célulax del organisxmo después de
varias etapas sucesivas contribuyen 4 formar parte de la
fibrina.

Schmidt sin querer aceptar de que Liabia emitido al-
guna vez una teorfa sobre la coagulacion de la sangre
tiene forzosamente, dado los nuevos hechos adquiridos
de ampliar sus ideas primeras y hace resaltar que la coa-
gulacion de la sangre es en altimo  término un proceso
totalmente celular no solamente para el fibrinogeno sino
también para el fibrin-fermento. Las fases en que se veri-
gea la coagulacion, son por lo menos dos: 1.9, formacion
del fibrin-fermento y 2.9, la accion de éste sobre el fibri-
nogeno y las sustancias fibrinoplasticas, para que Tuego
se transformen en fibrina soluble y esta d su vez en fibri-
na insoluble por la infervencion de las sales neutras. La
primer fase, es decir, el origen del fibrin-fermento, se hace
4 expensas de los globulos blancos de la sangre, pero es-
tos elementos morfologicos no contiene cl fibrin-fermento
activo sino un prefermento como lo queria Rauschembach,
que se activa por la presencia del suero. pero Schmidt,
invierte la ecuacion dada por Rauschembach y cree que
las substancias activadoras del prefermento se encuentran
los leucocitos y por eunde en todas las células del or-
ganismo en cambio el prefermento, se encuentra en el
plasma.

Schmidt lama al fibrin-fermento, trombina; al pre-
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fermento, protrombina; y 4 las sustancias ﬂcti\‘:ulora
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afjci(’“ como fermento resiste mejor 4 las diversas condi-
“lones fisio-quimicas.

Schmidt da mucha importancia como factor que impi-
¢ 1a coagulacion de la sangre obrando sobre las subs-
ANciay zimoplasticas, al residuo rico en fostoro que se
Obtiene por el agua después de agotar las células por el
eohol, A estas substancias llama citoglobinas. Schmidt
blenga que en el plasma de la sangre circulante se halla
ha protrombina, y como en la circulacion se destruyen
algunag células, es decir, da lugar 4 la presencia de subs-
tancias zimoplasticas es facil comprender lo indispen-
Sable qe 1a presencia de la citoglobina como factor que
Mpide |1a formacion de trombina, y por lo tanto este
CqUilibrio matiene la sangre fliuda. Segin Schmidt, la
Qito%"lobina debe pasar por la pre-globulina y la paraglo-
Muling para formar, por @ltimo, el fibrindgeno. Kl aumen-
to Qe peso de la fibrina, después de agregar citoglolina
6 bara-globulina es una prueba de estas afirmaciones.

Morawitz reproduce esquemiticamente la tercer teoria

de 14 coagulacion de Schmit del siguiente modo:

Célula Célula
y o= ¥
Citoglobina Sustancias zymoplasticas > I‘x'ot‘rombinn
1
Pl‘“;:ltbulinu < Trombina
| _—
M

Paraglobulina

*4
A

Fibrinogeno
|
Fibrina soluble <« —— Sales neutras

Fibrina
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fermento, protrombina: y 4 las sustancias activadoras
¥ en especial sus extractos alcolidlicos, substancias zimo-
plasticas.

Estas substancias zimoplisticas son de naturaleza
diversa & la trombina, por que son estables 4 la ac-
cion del calor ¢ ineficaces cuando se ponen en contacto
con liquido del organismo que contienen soluciones puras
de fibrindgeno en cambio disminuyen el tiempo de coa-
gulacion en el plasma enfriado v en el plasma salado.
Rauschrembach y Groth, demuestran que dejando el suero
en contacto con el aire durante cierto tiempo su accion
de fermento disminuye de nwna manera tal que pronto se
hace ineficaz, agregando cantidades determinadas de ex-
tractos alcoholicos de Schmidt se obtiene un poder fer-
mentativo 30 veces superior al de2 la trombina inicial.
Schmidt explica este hecho diciendo que después de la
coagulacion de la sangre, una pequeila cantidad de pro-
trombina era activada por dichas substancias zimoplas-
ticas, pero luego substancias del suero gque impiden el
codgulo detienen el efecto de las substancias zimoplasti-
cas y es necesario nueva cantidad de esta substancia para
reactivar cantidades de protrombina y la formacion de
trombina. Las pequeias cantidades de 4leali aumentan
el poder fermentativo, Schmidt supone que no acciona
sobre el fermento y s6lo favorece la accion de las subs-
tancias zimoplasticas. La protrombina es una snbstancia
termoléabil, no dialisa y se¢ precipita con las alobulinas

pero se diferencia de la trombina ademas de su falta de
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accion como fermento resiste mejor & las diversas condi-
ciones fisio-quimicas.

Sehmidt da mucha importancia como factor qne impi-
de la coagulacion de la sangre obrando sobre las subs-
tancias zimoplasticas, al residuo rico en fosforo que se
obtiene por el agua después de agotar las células por el
alcohol. A estas substancias llama citoglobinas. Schmidt
piensa que en el plasma de la sangre circulante se halla
una protrombina, y como en la circulacion se destruyen
algunas células, es decir, da lugar 4 la presencia de subs-
tancias zimoplasticas es facil comprender lo indispen-
sable de la presencia de la citoglobina como factor que
impide la formacion de trombina, y por lo tanto este
equilibrio matiene la sangre fliuda. Segun Schmidt, la
citoglobina debe pasar por la pre-globualina y la paraglo-
bulina para formar, por Giltimo, el fibrinégeno. El aumen-
to del peso de la fibrina, después de agregar citoglolina
6 para-globulina es una prueba de estas afirmaciones.

Morawitz reproduce esquemdticamente la tercer teoria
de la coagulacion de Schmit del siguiente modo:

C(’lll\llﬂ \* (k’)llrla

Citoglobina Sustancias zymoplasticas
|

> Protrombina

Preglobulina - Trombina
|

Paraglobulina
|

Fibrinégeno
|

Sales neutras

Y
Fibrina soluble -

Fibrina




Morawitz critica especialmente la accion de la cito-
globina; esta substancia no es otra cosa que un nicleo
proteido impuro, y no se ha podido determinar las rela-
clones que existen entre la citoglobina y el fibrinogeno.
Estas teorias de Schmidt no tuvieron mucho eco en su
época, y solo era aceptado el concepto de Hammarsten,

Habiamos indicado que Schmidt pensaba que eran las
sales neutras, alcalinas y alcalinas terrosas las encarga-
das de transformar la fibrina disuelta en fibrina insoluble
y por lo tanto no determinaba & ninguna base alcalina 6
alcalina terrosa, un papel especifico.

Hammarsten aunque reconocio que las soluciones de
cloruro de calcio aceleraban la coagulacién como la
cantidad de fibrina formada, pero podia hacer actuar
el fibrin fermento sobre soluciones de fibrinogeno y la
fibrina se producia en ausencia de sales de calcio.

Green en 1887, observa que algunos liguidos incoa-
gulables quedaban en el mismo estalo agregandoles can-
tidades variables de sulfato ‘e calcio, pero en aquellos
plasmas en que la coagulacion se hacia en largo tiempo
fué suficiente agregar pequenos soluciones de yeso para
ver rapidamente coagularse el liguido. Green pensd que
las soluciones de caleio no obran como fibrin-fermento
sino como substancia que disminaye el tiempo que tarda
la sangre en coagularse; pero las experiencias no fueron
muy demostrativas.

Ringer y Sainsbry demuestran que no solamente el

yeso ticne esta accion sino que también la poseen todas
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las sales solubles de calcio, fas de estroncio y bario en
concentraciones pequernas.

Freund en 1888. es el que da la primer teoria del
codgulo, basado especialmente en la accion del tosfato de
calcio, hallado por Briicke en las ecenizas de la fibrina.
Freand propone explicar la teorfa de la coagulacion de
la sangre, diciendo que en ella se encuentran sales de
caleio solubles y que los globulos de la sangre contienen
fosfatos alecalinos. Una vez extravasados los globulos san-
guineos, éstos se destruyen, dejando en libertad el fosfato
alcalino que se combina & las sales de calcio del plasma,

tormandose asi, un fosfato de calcio insoluble que preci-

pita trayendo consigo mecAnicamente a la fibrina.
Freund basa su teoria en un hecho reconocido por
Briicke, confirmado por Haykraft y Gltimamente por Bor-
det y Gengou; recogiendo la sangre en un recipiente
vaselinado 0 engrasado, seglin estos altimos autores, para-
finados, y batiendo el plasma con varillas de vidrio vaseli-
nadas, engrasadas 0 parafinadas, por muchas horas no se
produce la coagulacion sanguinea; es probable que la fi-
brina se adhiera por cohesion al fosfato tricdlcico formado,
que no reune las condiciones de las varillas engrasadas.
[ia segunda prueba de su teoria, consiste, una vez ex-
traida la fibrina y si se agrega una nueva cantidad de
fosfato de caleio, se obtiene una nueva cantidad de fibrina.
Strauch, demuestra que las soluciones puras de fibrino-
geno no coagulan con la adiceidn de fosfato de calcio, y

si, lo hacen agregando trombina. Arthus 4 un transudado
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le agrega fosfato de caleio lueeo hace pasar una corriente
de anhidrido carbonico y disuelve asi una parte del fosfato
insoluble.

Se filtra el liquido que queda perfectamente limpido
y entonces se hace atravesar una corrientede aire ca-
lentada & - 40° y en esta forma se precipita el fosfato
tricdlcico sin la menor cantidad de fibrina. Delezenne,
trabajando sobre el plasma de los pajaros llega 4 los mis-
mos resultados que Arthus.

A. Pekelharing le corresponde el haber dado el golpe
de gracia 4 la teorfa de Freund inyectando en la circu-
lacion general, de animales, el ditosfito de sodio, 1o pro-
duciendo la coagulacion intravascular.

Arthus y Pagés son los que realmente demnestran la
accion y la importancia de las sales de calcio en el feno-
meno de la coagulacion; se basa especialmente, si se recoje
sangre en cantidades determinadas de oxalato de sodio ¢
de floruro de sodio se obtiene plasmas oxalatados o flo-
rurados que son incoagulables abandonados & si mismo,
pero, no tardan en hacerlo en cuanto se agregan peque-
nas cantidades especialmente de calcio; también coagulan
con estroncio, pero no, con hario ni magnesio. Faltaba
saber ahora en que tiempo del codgulo es necesaria la
accion del calcio: para formar trombinas, 6 para formar
fibrindgeno o permitir actuar un elemento sobre el otro?
Para Arthus y Pagés la accion del calcio, sirve para trans-
formar el fibrinogeno en fibrina, coadvuvando & la accion

de la trombina 6 que es lo mismo la trombina no puede
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actuar sobre el fibrinégeno sino lo hace en presencia de
las sales de calcio. Admitian Arthus y Pagés que el plas-
ma oxalatado contenia trombina, porque este plasma era
capaz de producir la coagulacion de los transudados 6
liquidos que contienen soluciones puras de fibrinogeno;
luego el agregado de fibrin-fermento era incapaz de pro-
ducir la coagulacion del plasma oxaltado y por ultimo el
peso de la fibrina depende especialmente de las cantidades
de sales de calcio existentes. Arthus y Pagés comparan la
coagulacion a la formacion del queso y dicen: «El fibri-
nogeno precipitado & la temperatura - 538° 4 4 60° y en
solucion saturada de cloruro de sodio es caseificado por
el fibrin-fermento en presencia de las sales de calcio. La
sangre fuera de los vasos se caseifica como la leche bajo
la accion del lab-fermento. La caseificacion, es la trans-
formacion quimica que una substancia albuminoidea bajo
la influencia de un fermento da lugar a la formacion de
un compuesto cileico insoluble. Un queso.

El tibrindgeno homologo a4 la caseina. El fibrin-fermento
al lab-fermento. La fibrina al queso. La albumosa del
lacto-serum & la globulina de Hammarsten, coagulable
4 - 64°. El calcio juega el papel de substancia caseo-
plastica para leche y de fibrino-plastica pava la sangre,
Las diferencias con la coagulacion de la leche es que en
ésta puede hacerse & expensas de un casedgeno y obtener
4 quesos que corresponde & los 4 metales alcalinos terro-

SOS»,
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Se puede representar el concepto de Arthus y Pagés
aproximadamente con el siguiente esquema:

Sustancia fibrinoplastica para la sanere

Fibrin-fermento -3 Sales de calcio -+ Fibrinogeno —= Fibrina caleica
Sustancias caseoplisticas para In leche
Lab-fermento —>» Sales de calcio 4 Caseina = Queso.

Pekelharing demuestra que el plasma oxalatado no
tiene trombina, porque no es capaz de producir coagula-
ciones en el plasma magnesiado de Schmidt 6 en las so-
luciones puras de fibrindgeno.

Estas observaciones hacen pensar 4 Pekelharing, si en
el plasma oxalatado por la accidon de las sales de calcio
se couvierte en fibrin-fermento activo.

La trombina una vez formada puede coagular al
plasma oxalatado y explica las experiencias negativas
de Arthus y Pagés por el poco poder del fermento
usado. La trombina hay que considerarla como una
combinacion cilcica no precipitable por el oxalato y la
ceniza de la trombina es rica en calcio. Pekelharing
va méas lejos y concede al calcio una acecion importante
en la segun la fase del proceso; porque segun este autor
la fibrina es un compuesto célcico y entonces hace jugar
al zimogeno el papel de un transportador de sales de cal-
cio, roba primero al plasma y lo traspasa al fibrindogeno
para que éste se transforme en fibrina célcica insoluble.
Este esquema indica mas 6 menos el concepto de Pekel-
haring:

1.2 faz l’l?smu

Sales de calcio -+ Zimégeno — Trombina.
2.4 faz Fibrinogeno + Trombina = Kibrina calcica -+ Zimogeno.
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Y asi, este fenomeno se reproduce hasta agotar por
completo la cantidad de fibrinogeno.

Hammarsten 1lamo la atencion 4 Pekelharing sobre
una demostracion de este @ltimo autor; en que la trom-
bina por si sola era capaz de coagular 4 una solucion de
fibrinogeno sin 1a presencia de sales de calcio precipita-
bles por el oxalato, lo que venfa & dificultar la comprei-
sion de la segunda faz de la teoria de Pekelharing, si 4
este hecho se agrega la observacion de Hammarsten, que
debe cesar la transposicion de las sales de calcio en
cuanto no haya mas calcio en el plasma ambiente.

Lilienfeld uiega la importancia del fibrin-fermento en
la coagulacion sanguinea Yy cree que este fendmeno de-
pende mas de la substancia contenida en los nticleos de
los leucocitos y plaquetas. Lilienfeld consigue, haciendo
extractos acnosos de leucocitos Yy tratados por Acido acé-
tico, aislar un cuerpo, la ntcleo-histona. Esta ntcleo-
histona por accion de los acidos minerales se divide en
la leuconucleina, formada por el dcido nucleico en com-
binacion con una albumosa Y por otro lado la histona de
propiedades andlogas 4 las histonas. La leuconucleina
tiene lo mismo que el fibrin-fermento la propicdad de
producir el codgulo en los liquidos que contengan fibri-
nogeno. El poder de accion de la leuconucleina la debe
al grupo acido del acido nucleico Y puede ser reempla-
zado por dcidos orgénicos. La funcion acida de las subs-
tancias dividirian al fibrindgeno en una trombosina y una

albumosa soluble. Las sales de calcio tendrian el ob-
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jeto de precipitar 4 la trombosina v hacerla insoluble.

El fibrin-fermento seria para Lilienfeld, no un agente
necesario para la coagulacion, sino un producto de esta
coagulacién no teniendo accién sobre el fibrindgeno sino
sobre las substancias nucleicas separadas de los leucoci-
tos. Segun Lilienfeld la accion de histona serfa negativa
es decir impide la formacion del coagulo. Una represen-
tacién grafica aproximada del concepto de Lilienfeld se-
ria el siguiente:

Leucocitos y plaquetas

I

Nticleo-histona

] T

Leuco-nueleina — Accién negativa — Histona
I T~ Albumosa
Acido nucleico Plasma
.’ |
Liquidos fibrinosos — Fibrin6geno — Trombosina — Sales de calcio
Albumosa Fibrina

La inyeccién intra-vascular produce la incoagulabili-
dad de la sangre en cambio la intromisién en la corriente
circulatoria de la leuco-nucleina produce trombosis; in-
yectando ntcleo histona se obtiene primero coigulo intra-
vasculares y luego recién la incoagulabilidad sanguinea,
pudiendo & veces encontrarse los dos fendomenos simulta-
neamente es decir, en algunas partes trombosis y en otras
la sangre fltida.

Las criticas sobre la histona lo hace Morawitz diciendo
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que este cuerpo probablemente es idéntico 4 la citoglo-
bina de Schmidt.

Schiifer Cramer, Hammarsten demuestran que la trom-
bosina de Lilienfeld no es mdas que fibrindgeno precipi-
table.

Schmidt dirigié sus ataques principalmente contra Ar-
thus y Pekelharing. Para Schmidt no es la falta de las
sales de calcio por lo que no se produce el coagulo en los
plasmas oxalatados, sino poique el oxalato a la concen-
tracion usada es suficiente por si solo para oponerse a la
coagulacion sanguinea; apoyaba sus ideas en que diali-
zando con un liquido exterior de cloruro de sodio, obte-
nia el coagulo en el dializador; sin que hubiera la menor
cantidad de sales de calcio. Luego, no solamente el oxa-
lato 0 el cloruro de Aalcali tiene esta accion sine que los
extractos alcalinos, que no precipitaban las sales de cal-
cio, era suficiente pequeiia dosis de ello, para detener la
coagulacion; habiendo no obstante grandes cantidades de
sales de calcio en el plasma, lo que se puede convencer
agregando oxalato al liquido con citratos alc'znlinos y ob-
tener asi un precipitado muy manifiesto, de oxalato de
calcio. Schmidt Jlevo mas adelante sus criticas y creyo
demostrar que la cantidad de calcio, hallada por Arthus
y Pekelharing, en la fibrina era extraiia & su misma cons-
titucion intima, lo que demostrd haciendo actuar varias
veces el alcohol y el éter sobre la fibrina. Schmidt vuelve
4 negar la especificidad de las sales de calcio y agrega
que la coagulacion del liquido puro de fibrinégeno por
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accion del fibrin-fermento; parecia no tener necesidad de
esta sal, era porque con este procedimiento se obtiene un
tenor muy alto en cloruro de sodio.

Arthus contesta 4 la objecion de Schmidt demostrando
que la no formacion del codgulo no se debe a la con-
centracion del oxalato empleado y explica la coagulacion
en el dializador por el contenido en calcio que tiene el
cloruro de sodio impuro; en cunanto & los citratos, pensod
y ha sido confirmado por Sabbatini, que esta substancia
impide & cierta concentracion la ionizacion de las sales
de calcio; por lo tanto, detiene por falta de este elemento
la formacion del coagulo sanguineo.

Ultimamente (1910) H. Stassano y H. Dumas han
querido demostrar que las sales de calcio intervienen en
las dos fases de la coagulacion. Para demostrar la accion
de los jones de calcio en el primer tiempo toma un plas-
ma fuertemente salado y coloca en un dializador, siendo
su medio exterior una solucion de cloruro de sodio de la
misma concentracion que la usada para formar el plasma
salado. En esta forma cambiando el medio externo du-
rante veinte dias obtiene la eliminacion casi fotal de las
sales alcalino y alcalino terrosas & excepcion del cloruro
de sodio; en esta forma volviendo & diluir el plasma no
se obtiene la coagulacion espontanea y solo se produce,
cuando se agrega cantidad suficiente y dentro de cierto
limite de una solucion de sal de calcio facilmente ioniza-
ble. Tios autores obtienen igualmente la coagulacion con

el cloruro de estroncio y el cloruro de bario, obtienen



estos experimentadores que, 0.000021 grs. de cloruro de
calcio por centimetro clibico de plasma es la cantidad
optima y ya 0.000013 grs. de cloruro de calcio es inac-
tivo. Obtenido el suero del codguio exprimido, y agre-
gandolo & la serosidad peritoneal del caballo, éste se
coagula pero variando de minutos 4 horas, cuando se
agrega cloruro de calcio, cloruro de estroncio, cloruro de
bario, cloruro de potasio o cloruro de magnesia, y en este
orden la coagulacién se hace tanto mas rapida cuanto
mas cerca del calcio estamos y cuanto mas concentrada
es esta sal.

Nosotros, usando el procedimiento indicado al hablar
de la técnica, obtenemos trabajando en la sangre normal
del hombre, la cantidad maxima de 0.01 grs. de cloruro
de calcio por centimetro cabico de plasma oxalatado.
mayor de esta cantidad ya no coagula en 15 minutos &
37% la cantidad minima del cloruro de calcio es de
0.000000000002 grs.; por debajo de esta cantidad no se
obtienen en la generalidad de las veces la coagulacion
del plasma sanguineo. En lo que se refiere 4 la accion
del calcio en la segunda faz del proceso, buscaremos en
Hammarsten su explicacion.

Hammarsten confirma, en primer lugar, las experien-
cias de Arthus, pero el plasma centrifugado, que se ob-
tiene de la sangre oxalatada, contiene cantidades eviden-
tes de calcio, no precipitables por el Acido oxalico. De-
jando el plasma oxalatado a baja temperatura, puede

obtenerse un precipitado del cual se extrae facilmente
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fibrinogeno; esta solucién de cloruro de sodio puro no
precipita agregando el cloruro de calcio, en cambio lo
hace con la trombina, libre jgualmente de calcio.

El plasma oxalatado, dice Hammarsten, coagula por
la accion del fibrin-fermennto, pero mas dificilmente.
Con estos experiencias trata Hammarsten de demostrar
que las sales de calcio son innecesarias en el segundo
tiempo del codgulo; por lo tanto, las ideas de Arthus,
Pekelharing, Stassano y Dumas son inexactas. Las expe-
riencias de Schmidt no dan resanltado en manos de Ham-
marsten, porque probablemente el plasma oxalatado usado
por Schmidt en su dializador, contenia vestigios de fibrin-
fermento.

El plasma oxalatado, bien preparado, no contiene
trombina, sino segin Pekelharing, un cuerpo, una pro-
trombina, activada por las sales de calcio. Es necesario
agregarle calcio para que coagule el plasma oxalatado,
lo que se deduce que estas sales de calecio sen indispen-
sables para la primer faz del proceso de la coagulacion;
Il calcio es especifico, solo puede reemplazarse con el
estroncio.

T.a fibrina no necesita ser una sal calcica, y esto lo de-
muestra Hammarsten después de repetidos andlisis; y con-
cluye que el tenor en calcio de la fibrina no es mayor
que el que normalmente contiene el fibrinogeno precipi-
tado por el procedimiento de Hammarsten. Arthus y Pe-
kelharing aceptan en sus lltimos trabajos los conceptos

admitidos por Hammarsten.
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Hammarsten no quiso dejar indicaciones que demos-
traran como actian las sales de caleio para formar la
trombina.

La composicion quimica de la trombina no hasido acla-
rado hasta hoy dia. Los ingleses han tratado de obtener
la trombina pura,y siempre contenian pequeiias cantida-
des de albimina. La trombina en estas condiciones tenia
un buen poder de fermento. Tn favor de la naturaleza
albuminosa habla el hecho que st accion se acelera agre-
gando extracto de tejido. La accion del alcohol parece
detener la accion de la trombina. Naunyn, Buchanan,
Rauschembach, Foa y Pellacani, han podido obtener coa-
gulaciones intra-vasculares con extractos de tejidos y han
creido que la trombina fuera un derivado del protoplasma.

Luego los extractos de los tejidos han sido considera-
dos, no como fibrin-fermento sino como una faz anterior &
ella y la sinonimia que posee indica las diferentes opinio-

nes que se tenian de ella: «Globulina celular:

<fibrindgeno
celular 0 de tejidos», «nucleo histonas, «nitcleo albi-
minay, «nucleo proteido del tejido», «eoagulina», «subs-
tancia zimoplastica de Schmidt» que probablemente se debe
colocar en este grupo.

Sehmidt como sabemos, llamo substancias zimoplasticas
4 los extractos alcoholicos, y no actuaba como trombina
sino en una faz anterior. En cambio Hallinburton y Pe-
kelharing, como un fermeunto de fibrina. Hallinburton y
Friend obtienen, una globulina en los tejidos lamada por

ellos «Globulina celular» y que como la globulina de Gan-




— 78 —

gee, tiene algunas propiedades que corresponden & las
substancias fibrinoplasticas. Halliburton obtiene delos lin-
focitos, por intermedio del sulfato de sodio y precipitacion
por el sulfato de magnesio, dos globulinas: una precipitable
4 50°, Namada por Halliburton globulina A, ineficaz; y la
otra, globulina B. coagula 75°, tiene la misma propiedad
de la trombina y se extrae también del estroma de los glo-
bulos rojos.

‘ara Pekelharing los extractos celulares actian
como zimdgeno, y su constitucion no es una globulina
sino un ntcleo proteido. Pekelharing obtiene, después de
eliminar el fibrindgeno y las globulinas, del plasma oxa-
latado una substancia & la cual si se agrega cloruro de
calcio da lugar 4 la formacion de una trombina eficaz.
Este niicleo proteido no se encuentra en el plasma circu-
lante, y solo aparece después de la destruceion de pla-
quetas y leucocitos; esto lo demuestra por la accion del
extracto de sanguijuelas y asi no obtiene ningin nucleo
proteido, en cambio en el plasma oxalatado se forma el
zimogeno, pero, el oxalato impide sn vnion con las sales
de calcio para formar trombina, los extractos de tejidos
en anion con los sales de calcio funcionan como fibrin-
fermento, segiin Pekelharing, solo se diferencia de las ol-
tenidas del plasma porque se hacen ineficaces 4 tempera-
tura diferente.

Las objecciones & los conceptos de Pekelharing, fueron
hechos por Halliburton y Brodie Y quienes hacen ver que

el zimbgeno calciticado de Pekelharing no es capaz de
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coagular al plasma salada y Hammarsten cree que el cal-
cio no se combina con el zimogeno, esto parece justifica-
do, por que el fibrin-fermento preparado del plasma, de
un poder muy intenso tiene vestigios de nicleo proteido,
en cambio los nficleo-proteidos obtenidos por Pekelharing,
de los extractos, actllan de wn modo muy deficiente.

Delezenne demuestran que la sangre obtenida directa-
mente de las aves, peces, reptiles, recogidos en recipientes
limpios, coagulan pero muy lentamente, naciendo el codgulo
de 1a capa de los leucocitos. Centrifugaio, el plasma reco-
gido coagula diticilmente, & veces es sorprendida por la
putrefaceion sin coagularse; es suficiente agregarle ex-
tracto de musculo hara hacer coagular & este plasma en
wmenos de un minuto. Fuld pensod que seria la accion de
la substancia zimoplastica de Schmidt, pero tuvo que
abaudonar esta opinion por que los extractos musculares
pierden su aceidn A los 57° en cambio las substancias
zimoplasticas son estables.

Arthus demuestra que el floruro de sodio 4 pequenas
concentraciones 0,3 Y no impide la accion del fibrin-
fermento. Arthus comprucha que la sangre puesta en
coutacto cou los tejidos coagula muy ripidamente. Esta
substancia no puede ser fibrin-fermento porque no coagula
al plasma florurado, tampoco contiene protrombina, porque
agregaundole calcio tampoco actian como fibrin-fermento,
pero Arthus se equivoca cuando cree que la accion de
los extractos celutares se debe & que ohligan 4 dejar en

libertad la trombina contenida en los globulos blancos.
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Heuslett se opone & este ultimo concepto de  Arthus
demostrando que los extractos celulares actian del mismo
modo en el plasma incoagulable libre de células.

Wooldridge, idea una teoria original defendida por
Wright, en parte aceptada por Hayemn.

Wooldridge, obtiene de los plasmas incoagulables y &
temperatura diferente dos fibrindgenos: el primero a 0°
ltamado fibrinogeno A y el segundo fibrindgeno B. Segun
Wooldridge la coagulacion se deberia solamente a la
accién del fibrindgeno A sobre el fibrindgeno B; elimi-
nando el fibrindgeno A el plasma se mantiene incoagula-
ble; en cambio, agregando este fibrindgeno la coagula-
¢ion se hace en poco tiempo. El plasma peptonizado que
contiene los dos fibrindgenos se coagula per la accion de
una corriente de anhidrido carbonico. Wooldrige acepta
la presencia del fibrin-fermento, pero solo niega gue éste
actiie coagulando al fibrindgeno; es un producto de la

coagulacion como puede verse por este esquema:
Fibrinégeno A - Fibrinogeno B = Fibrina -+ Fibrin-fermento

El fibrin-fermento depende en su mayor parte de la
cantidad de fibrindégeno A; cuanto mayor cantidad de
fibrindgeno A se halla en el plasma mayor serd la cavi-
dal de fibrin-fermento libre. Wooldrige picusa que es
posible reemplazar la accion del fibrindogeno por las leci-
tinas (cerebro, testiculo, etc.), excepeidn hecha de la

lecitina del huevo.
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Serfa, segiin Wooldridge. la coagulacion sanguinea,un
cambio de relaciones entre las lecitinas y las albiminas.
Para los demés autores el fibrindoeno A no es méas que
un precipitado de plaquetas, el fibrindgeno B que no coa-
gula por la accién del fibrin-fermento, seria, segun algu-
nos, una etapa aunterior del fibrindgeno de Hammarsten.

La causa que seglin Wooldridge la sangre es incoagu-
lable dentro de los vasos se debe 4 una faz negativa de
las acciones de ambos fibrindgenos.

La teoria de Wooldridge ha sido abandonada, debido &
las observaciones de Halliburton, Pekelharing y Kruger,
quienes demostraron que el fibrindgeno A es solo el zi-
mogeno del fermento de fibrina. Wright creyo que el
fibrin-fermento es el fibrinogeno de los tejidos con sales
de calcio: mas tarde modificd su opinion en el sentido de
que el fermento no provenia de las células, sino de la
linfa mezclada 4 Ja sangre.

Morawitz demuestra que las divergencias de Schmidt
por una parte y de Arthus, Hammarsten y Pekelharine
por otra, se debe & que la protrombina de Schmidt es di-
ferente & las demas. Hay, por lo menos, segin Morawitz,
dos etapas de lu trombina inactiva; una, se encuentra en
el plasma oxalatado y que s6lo muestra su accion por las
sales de calcio, llamado por Pekelharing protrombina A
Morawitz protrombina A, la otra faz ineficaz de la trom-
bina, se halla al lado de éste y es activado por las solu-
ciones ligeramente dcidas 6 alcalinas, llamadas por Mo-

rawitz protrombina By por Fuld mectazimogeno. Ksta
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protrombina B se halla en el suero sanguineo, y se adhie-

re a la fibrina pudiendo ser obtenida por el procedi-

miento de Howell, & este, el nombre dado por Schmidt de
metatrombina es el mas adecuado. La diferencia de la
trombina y de la metatrombina son pocas; ambas se des-
truyen casi & la misma temperatura, solamente que la
aceion del aire disminuyendo la accion de la trombina,
deja, sin embargo, cantidades notables de metatrombina.
Un hecho importante y que conviene sefialar, aunque no
ha encontrado una explicacion eficiente, es que la meta-
trombina. activada por los alcalis, no actian como tal en
presencia del suero fresco. Algunos piensan que se trata
de anticuerpos,

El procedimiento de Schmidt para preparar substan-
cias zimoplasticos en manos de Morawitz no lo conduje-

ron & nada practico. en cambio con el extracto de tejidos,

de timus, higado, glindula lintitica, estroma de globulos
rojos. ete.. extraidos con una solucion de cloruro de sodio;
ha llegado & conclusiones que luego estudiaremos. Kstas
substalicias no son constantes al calor, disminuyen el
tiempo del coagulo, se vuelven ineficaces con el tiempo,
aun resguardandolo de la putiefaceion; al estado de pol-
vos conservan sus propiedades, insoluble en alcohol,
segun Nolf; incapaces de coagular una solucion pura de
fibrinégeno de Hammarsten. No coagulan los plasmas
oxalatados 0 florurados aun agregando previamente pe-
queiias cantidades de ealeio, ¢ igualmente no coagula

agregando & estas snbstancias soluciones de calcio y de
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fibrindgeno puro O de los liquidos como el hidrocele
acthian como tal. Ayuda # la formacion del coagulo, de
la sanere en total, pero siempre en presencia del calcio,
al plasma con cxtracto de sanguijuelas, de peptona v
ganso. La accion del suero es reforzado con este extricto.
A esta substancia Hama Morawitz tromboquinasa. y Fuld
citozima; en  cambio & la substancia que existe en el
plasma lo llama Morawitz tromhogeno y Fuald plasmozi-
ma. La tromboquinasa de Morawitz existe en todas las
células del organismo. Morawitz crevd al principio yue
el trombogeno solo se poune en libertad cuando se des-
trufan lax plaquetas sanguineas, pero 1os trabajos de Bor-
det y Gengou dewmostraron la presencia del trombogeno
en el plasma tlorurado, y la falta de trombogeno en fos
envenenamientos por el fosforo & pesar de contener gran-
des cantidades de plaguetas.

3ordet y Delange laman al trombogeno, serozima.

Nolf, después de tratar al plasma florurado al 3 % por
ol cloruro de calcio, precipitase el floruro de calcio con
wna gran cantidad de fibrina: defibrinandola de una ma-
nera completa, se observa una segunda coagulacion, en
el liquido de experiencia, aunque esta segunda coagula-
cion puede faltar & veces. Después de esta segunda coa-
gulacion existe cierta .antidad de fibrindgeno que no
coagnla como el fibrinogeno ordinario, siendo, segun
Nolf, refractarios a la accion de los polvos, cuerpos po-
rosos, cte., y solo coagula por tercera vez agregando

emulsiones de plaquetas, de leucocitos 0 de extractos de
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organos. Luego. una vez obtenido este codgulo, elimi-
nada la fibrina, el liquido que resta no se deja influen-
ciar por nuevos agregados de extractos (e organos; en
cambio, si se agrega soluciones (e fibrinogeno puro, se
observa un nuevo codgulo. Existe otro procedimiento.
Se recoge el plasma oxalatado de Perro v se somete 3
temperaturas de 370 4 389 en esta forma no coagula por
la accion de los CUErPos porosos, pero lo hacen en cuanto
S€ ponen en contacto con un extracto de plaquetas. De-
fibrinado y dejado varios dias 4 37°% se hace incoacula-
ble, aun agregando extracto de organos, pero se coagula
agregandose fibrinégeno puro. Lievade el liquido después
de la primera coagulacion & temperaturas de 55° 0 56°
S¢ comporta una sola vez como ol Plasma florurado. De
estas experiencias Nolf deduce que existe una substancia
gue lama con Morawity trombogeno, encontrandose ella
tanto en el plasma circulante como en o suero. Nolf
emite la opinion que los extractos de leucocitos conten-
gan poca cantidad de trombogeno, perg Morawitz, que
hizo igualmente estas observaciones. cree que son obje-
tables las afirmaciones de Nolf, desde ol instante que
contienen trombogeno el plasma florurado. Arthus Hamo
la atencion que los transudados no tienen trombogeno,
pero puede creerse que el trombogeno pierde sy eficacia
SI no pasa una nueva cantidad de liquido (e la sangre al
los transudados.

Nolf, basindose en Jos trabajos de Corin ¥ Ansiaux,

Morawitz y de ¢ mismo, sobre la intoxicacion fosforada
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¥ la disminucion del trombogeno después de la extirpa-
¢ion del higado y por Gltimo las inyecciones de propep-
tona, deduce que es al higado 4 quien estd encomendado
la fabricacion del trombégeno. Sin embargo, Morawitz,
no cre suficientemente aclarado este problema.

Fuld, Spiro y Morawitz llegan & la conclusion que el
fibrin-fermento esta formado por la union de tres elemen-
tos: la tromboquinasa, el trombdgeno y las sales de cal-
cio. La forma como se agrupan, Morawitz piensa, que la
tromboquinasa actiia como amboceptor. Las sales de calcio,
deja para que estudios posteriores aclaren su modo de
actuar. Una parte de la trombina pasa al estado de me-
tatrombina.

Morawitz, representa graficamente la primer faz de la
coagulacion sanguinea 0 sea la formacion de trombina,

segtlin el concepto de Fuld, del siguiente modo.

(Plasma) (Célula)
!
Trombdgeno Tromboquinasa
\\
Sales de calcio
A K
Trombogeno Trombina
= |
'rombina Metatrombina

(Acidos o alealis)

Trombina

En la sangre circulante no existe tromboquinasa, por-
que ¢ste formandose lentamente, se hace inofensiva por

la accion de los cuerpos que impiden el codgulo. KI hieeho
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de que los autores habian querido ver en los extractos
de tejidos, un zimogeno actuado por las sales de calcio,
se explica porque tanto el plasma de peptona, como de
ganso, con los que han trahajado dichos auntores. contie-
nen trombogeno; en cuanto 4 las experiencias de Pekei-
haring, puede creerse que empled un fibrindégeno impuro,
es decir, conteniendo todavia trombogeno.

Loeb insiste sobre la accién de las «coagulinasy y la
falta de importancia de las sales de calcio. No volvere-
mos 4 insistir sobre las objeciones que han sido estudia-
das en paginas anteriores.

Hay que agregar que & los elementos indicados, trom-
boquinasa, trombogeno, sales de calcio y fibrindgeno que
tienen tendencia & coagularse, es detenida por la anti-
trombina. 6 antitrombosina de Nolf, 6 los anticoagulantes
de B. Y. Callingwood y M. T. Mac Halon; hay que indi-
car la presencia de una substancia que ne teniendo ac-
cion sobre ninguno de los elementos aisladamente, rompe
en cambio el equilibrio de los tres coloides como lo llama
Nolf y efectuar asi la coagulacion. Estos cuerpos extra-
nos puede ser la pared de vidrio y es denominada por
Nolf substancias de acciones tromhopléasticas. Entre estas
substancias entra, segun Nolf, la tromboquinasa de Mora-
witz y la trombina. La accion tiomboplastica depende de
varios factores, segiin Nolf.

«1.2 De la concentracion de las substancias, que
tiene un Optimo por encima y por debajo de la cual

decrece,
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2. De la naturaleza quimica de la substancia y de
su estado fisico.
3.2 De la cantidad de antitrombina.

4.2 De la cantidad de trombozimax.

Nolf llama trombozima & la emulsion de plaquetas y
leucocitos y Bordet y Delange, citozima. Nolf, después de
demostrar, trabajando con el plasma obtenido de la vena,
que todas las acciones, aun las mas banales, ayudan a la
coagulacion asi como el polvo de vidrio, el musgo de pla-
tino y del mismo modo explica la accién mas eficiente
del oxalato de calcio coloidal comparado con el oxalato
de calcio cristalino. El aceite de oliva en emulsion muy
fina produce el codgulo en un plasma estable. Por otro
lado, Nolf supone que el plasma contiene todos los ele-
mentos necesario para coagularse, y sino lo hace es por
taltarle las substancias de acciones tromboplasticas y por
la accion de la antitrombosina presente. Para Nolf al
efectuarse el coagulo se consunme totalmente la trombo-
zima en los peces ¢ incompletamente eu los mamiferos.
El trombdgeno persiste en el suero aunque en menor
cantidad que en el plasma. Compara, Nolf, la coagulacion
sanguinea 4 una ecuacién quimica en que el resultado se
hace 4 expensas del primer miembro de la ecuacion. Se
podia representar la ecuacion en los peces donde la can-
tidad de fibrinogeno, trombozima, y trombogeno son mas

6 menos equivalentes del siguiente modo:

Tromhozima - trombégeno - fibrindgeno == fibrina

T ———
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En los mamiferos donde existe una mayor cantidad de

trombozima y de trombogeno se forma uy e
la trombina.

lemento mas:

Trombozima -+ trombégeno -+ fibrinogeno = fibrina + trombina

La fibrina serfa la union de cantidades equivalentes de

los tres primeros factores, en cambio la trombina seria

la union de cantidades mas ¢ menos nuevas de trombo-

muy poco fibrinégeno ¢ hablando
con Nolf la trombina es una fibrina no satarada de fibri-
nbgeno. Se lasa especialmente e

zima y trombogeno y

ste concepto en que, en
las coagulaciones sucesivas la cantidad de trombina ha-
del coagulo anterior. Si
se trata el plasma oxalado humano por cantid

llada es superior & 1a obtenida

ades débi-
les de suero fresco se obtiene coagulaciones incompletas
¥ sin ninguna tendencia 4 completarse. Observa Howell,

que la coagulacion se detiene al poco rato si se coloca

trombina pura enp presencia de fibrindge

no puro. Van
T°Hoff, estudiando la accion del calor

en los fendomenos

fisicos y quimicos, concluye que actia modificando mas

los fenomenos quimicos que los fisicos, las observaciones
de Mellamby Yy Rettger parecen

accion quimica del fibrindgeno

hablar en contra de la

sobre la trombina porque

las temperaturas de 17° 4 52° tiene poca influencia sobre

la accion probable de Ia trombina y del fibrinoeeno. La

trombozima y el trombogeno pucden unjrse POr su cuenta

e un complejo coloidal, sin la presencia del fibrindgeno

puro. Este complejo coloidal favorece por su presencia
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la formacion del eodgulo. Los iones de calcio, para Nolf.
son necesarios aunque no indispensables. como activantes

de los coloides poco estables. Podriamos representar de

una manera esquemética el concepto de Nolf en los ma-

miferos del siguiente modo:

Trombina
Célula de tejidos e
Musgo de platino y—3»Aceiones trombopldsticas
Polvo de vidrio, s

ete.

Iones de calcio *
T ———

Trombozima L Trombogeno - Fibrinogeno = Fibrina -~ Trombina
(Plaguetas y ley- (Higado) (Higado)
cecites)

e ——

A

|
Antitrombosina
(Higado)

En oposicion & los conceptos de Nolf, Howell, conviene
citar & Foa que en un estudio hecho en 1912 trata de
asentar sobre base mas solidas la teorfa emitida por Fuld,
Spiro y Morawitz; llega hasta dar leyes que rigen este
fendmeno. «El ticmpo total de la coagulacion es inversa-
mente proporcional A la concentracion de la trombinas.,
Se representa por la siguiente relacion FT — K:

F representa la concentracion del fermento y Tel tiem-
po. El valor de K tiende 4 crecer si la cantidad de fer-
mento es todavia mas baja. Duclaux, Arthus, Martin, Me-
Hamby, Rettger y Loeb han legado con anterioridad de
Fod, & las mismas conclusiones.

«La velocidad de acecién del fermento, lHamando A la
cantidad de substancia 4 transformar en un tiempo T es
directamente proporcional & la concentracion del fermen-
to A — KF».
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Otrasreaceiones como la pepsina siene Ia ley de Schiitz-
Borisow en que A — K | T,

Fuld en cambio encuentra para el plasma y el extracto
muscular de oca, lo signiente: Log. Lo — 0,585 Log. X
— LOg. L

X equivale la cantidad de fermento que determina

a
coagulacion tiempo I.

No es la cantidad de fermento corrrespondiente al
tiempo To tomado como unidad.

Foa obtiene haciendo dilusiones del fibrinogeno, que
la coagulacion se hace tanto mas lentamente cuanto me-
nor es la concentracion del fibrindgeno; esta conclusion
no esta de acuerdo con las leyes de Van T Hoff y de
Duclaux. Foa trabajando con el procedimiento de Fuld,
usado por este autor en la coagulacion de la leche,
encuentra que la velocidad de transformacion del fibri-
noégeno es uniforme y puede ser representada por %:K.

@ es la cauntidad de fibrinogeno transtormado.

De esta primer relacion se deduce que a — Kt. Que
significa que el valor fermentativo es proporcional al

tiempo.

Siendo ft =K y a = Kt: se podr4a hallar la relacion
—-==constante f 6 <= = constante. En la cual el poder
fermento en un tiempo determinado, es propocional 4 la
cantidad de fermento.

Con esto piensa Fod que la trombina tiene propiedades

de enzima, que no sigue la ley de Schiitz-Borisow.

Estudios tltimos han tratado de estudinr la composi-
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cion quimica de la citozima, hablando en el lenguaje de
Bordet y Delange.

Emil Tak extrae los lipoides de un plasma oxalatado.
tratando por el éter de petroleo 6 precipitandolo por
alcaloides y anota gue en esta forma la coagulacion es
més lenta, comparada con el liquido de control, a pesar
de recalcificarlos previamente 4 ambos.

A. Sordelli hace las siguientes experiencias:

Plasma oxalatado, seglin la técnica descripta de Bor-
det y Delange, mas solucion de cloruro de calcio al
1 %, en la relacion de 10 c.c. de plasma por 1,2 c¢.c.
de la solucion de calcio: coagula & los 8 minutos.

Plasma oxalatado al que se trata por éter sulfarico
por repetidas veces, para disolver los lipoides. & este
plasma sin el éter se trata por cloruro de calcio en las
mismas proporciones que en el ensayo anterior. No coa-
gula en dos horas de observacion.

Al plasma tratado por el éter, segin la experiencia
anterior, agrega una citozima y la misma solucion de
calcio: coagula en 15 minutos.

Al plasma tratado por el éter y luego eliminado el
éter y el residuo se agrega al plasma de la segunda expe-
riencia: no coagula en dos horas.

Al plasma tratado por el éter se agrega una emulsion
de plaquetas y la solucion de calcio: coagula en tres
minutos.

Al plasma tratado por el 6ter, se agrega el residuo
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obtenido por el étey Y la solucion de calcio: coagula en
20 minutos,

Al plasma tratado por el éter, se agrega el residuo
obtenido por el éter, citozima, y la solucion de calcio:
coagula en 3 minutos.

Bordet y Delange, toman una emulsion de plaquetas
lavadas y la tratan por 25 volimenes de alcohol etilico,
luego centrifuga, evapora el aleohol y redisuelve el resi-

duo en 5 volamenes de alcohol etilico y este liquido actda

Como una citozima enérgica. Bl alcohol etilico extrae
igualmente la citozima del musculo del conejo. Ksta
citozima es soluble en alcolol absoluto, cloroformo, esen-
cia de petroleo, pero muy poco soluble en la acetona.
Sise toma tres partes iguales de musculo Yy se deja ma-
cerar duraite 5 dias, una parte en alcohol absoluto;
otra por el toluol y la tercera por la acetona. se observa
que el toluol no tiene ninguuna accion de citozima, el

extracto alcohdlico la tiene en alto grado y el extracto

de acetona la accion de citozima es apenas evidente.

Iisto se explica por que el toluol extrae igualmente las

substancias anticoagulantes. Tratado por el agua, un

misculo muy dividido, se obtiene igualmente substancias

anticoagulantes, pero si se agrega acetona, ésta extrae

la citozima, soluble luego en el toluol. Con e extracto

seco del muasculo tratado por el agua la acetona no

disuelve sino muy poca citozima. De esta serie de
experiencias se puede deduenr que la citozima es un

lipoide y probablemente una lecitina.
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Howell no cree indispensable la accion de la citozima
en la formacion del codgulo sanguineo, solo act@ia neutra-
lizando en el complejo pl'otromhinu-;\ntitrom'l)ina, exis-
tente normalmente eun la sangre, 1a antitrombina y dejando
actuar 4 la protrombina sobre el fibrinogeno. L pro-
trombina de Howell no es méas que el trombogeno de Nolf
y la serozima de Jordet y Delange.

A esta accion de la citozima le Jlama Howell, accion
tromboplastica. La accidn de la citozima se debe, segin
Howell, & un lipoide fosforado parecido & las lecitinas,
cuyas solubilidades coinciden con el grupo de las kefali-
nas 0 cefalinas. Se basa este concepto en que el agregado
de sustancias tromboplasticas & la sangre de peptona;
ésta no coagula. No se puede explicar el fenomena, como
que la sustancia empleada contenia caleio, que en presen-
cia de la serozima del plasma peptonado diera trombina:
porque las cenizas de grandes cantidades de cefalinas,
tratadas por el acido clorhidrico diluido no precipita en
presencia de! oxalato de amonio. Kl agua destilada des-
truye el complejo de 1)1'011‘01111)1na-antitromhina. Es inte-
resante conocer la accion mutua entre la serozima y la
citozima.

Hemos notado que una concentracion equivalente de
ambos elementos, dejando cierto tiempo que actiie un
elemento sobre el otro, entonces sus accioues parecen
inhibirse y solo aparecen cnando existe un exceso de

cualquiera de ¢stos elementos.
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El siguiente experimento parece confirmar lo ante-
dicho.
Suero Fibrino

+ de oveia
fisiologico 11/

Serozima Citozima
d corazon de vaca
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Observacién de una hora y 30 minutos.

La serozima y la citozima se ha preparado segun la

técnica de Bordet y Delange y se ha dejado en contacto

durante 20 minutos, luego se agregé el cloruro de calcio,

el suero fisiologico y se¢ dejo 15 minvtos en reposo 4 una

temperatura menor de 20° se agrego el plasma reoxalata-
(o y diluido en tres voltmenes suero fisiolozico como se
indica en la parte técuica de nuestro trahajo.
l Este hecho de las inhibiciones en soluciones concentra-
‘? das habfan sido ya anotadas por A. Sordelli Y nosotros
so0lo indicamos el grado de concentracion para impedir la
| formacion del coagulo. En las soluciones de serozima no
se hace apreciable esta inhibiciou pero soluciones de sero-
zima al 1 yor 10 ya no actian, por lo menos la de oveja.
Conviene continuar este estudio para determinar mas cla-
ramente las acciones existentes entre la serozima y la
citozima.

El fibrinogeno debe colocarse entre las globulinas, in-
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soluble en agua destilada, soluble en soluciones débiles
de sales neutras y precipitado del plasma por didlisis.

La temperatura & la cual se coagula en los medios po-
bres en sal es & 569 en una solucion al 86 10 Yy de clo-
ruro de sodio coagula & 52° 0 55% segin Hammarsten y
Fredericq. Hewmos estudiado con detalies la aceion del
calor sobre el fibrindgenv en los diversos liquidos que lo
contienen, lo que hizo pensar & Hayem que Lubiera mu-
chas clases de fibrindeenos.

El fibrindgeno precipita en soluciones concentradas de
cloruro de sodio hecho que se halla en pugna con las pros=
piedades de las demas globulinas.

El fibrindgeno contiene mas ¢, Hy O que la fibrina. ¢l
andlisis elemental hecho por Hammarsten da el sicuiente
resultado: C 52, 93+ H 6.9 :N 16.6" :0 22,26 "
S1,25 0

Schwalbe demuestra que el fibrindgeno no pasa 4 tra-

N

0°

vés de las bujias de Chamberlan como las demés albimi-
nas del plasma. Bajo la accion de lu trombina se trans-
forma en fibrina: siendo segin Hammarsten la @nica subs-
tancia madre de la fibrina.

Yara Prevost y Dumas. Herpuis y Mosso el fibrindgeno
nace de la destruccion de los hematies: en el plasma cir-
culante no habria fibrindgeno y solo para Heynsses uu
9 por ciento se haltla libre en el plasma.

Landois, lamo «lstroma fibrinas un niaeleo proteido.

extraido de los globulos rojos nucleados, parece ser de

diferente constitucion & la halla'la por Mosso.
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Se ha querido dar como fuente de fibrinog
cocitos, las plagnetas Y para Wooldridge

eno, los leu-
la célula de los
tejidos lo que no es dificil de probhar desde Miill
existencia del i

er. es la
brindgeno, por 1o menos en su mayor parte,

en el plasma circulante; los hechos que abonan en favor

de su existencia es que los transudados, pobres en ele-

mentos figurados, son soluciones casi puras de fibrindgeno

¥y en el plasma florurado, que conserva perfectamente las

plaquetas. leucocitos. ete., contiene erandes cantidades de

fibrinogeno.
Para Schmidt, el fibrindgeno tiene su origen en la cito-

globina pero esto no ha podido ser demostrado.

En la intoxicacion fosforada han demostrado Corin v

Hansiux, Takoby y Loeb, falta el fibrindgeno, lo que con-

serva la fluidez de Ia sangre, pero no hay que olvidar que

en estos casos falta la serozima.
Doyon demostro que el fibrindgeno se halla ignalmente

ausente en la sangre de los intoxicados por el cloroformo.

Todas estas experiencias hacen peusar que el higado jue-

ga un rol importante en su génesis.
Takoby objeta, que en las intoxicaciones existe un fer-

meunto fibrinolitico que podria producir la destruceion del

fibrindgeno circulante.
Mathews repitiendo las experiencias de Dastre; que Ja

inyeccion endovenosa repetida, de sangre defibrinada de

un perro, no contiene, después de repetir varias veces esti
prueba nada de fibrindgeno. Pero 4 las 48 horas, se ha

regenerado; extrayendo todo el tractus inte

stinal el fibri-
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los cadaveres no tiene fibrinogeno.

en la neumonia.

nia, la cantidad de fibrindgeno disminuye.

fibrinogeno.

nogeno.

después de los trabajos de Hammarsten.

nbdgeno no se produce: pens6 Mathews que el intestino es

el principal productor del fibrindgeno. Experiencias pos-
teriores, hechos extirpando el tractus intestinal de las
ranas no comprueba la observacion de Mathews.

creyd demostrar hace tiempo, que la sangre capilar de

En estos tiltimos tiempos, ha llamado la atencion el
parelalelismo entre la cantidad de leucocitos y de fibriné-

geno hallado por el procedimiento de Reye, especialmente
En las enfermedades que se acompaiian de una leucope-

La inyeccion de suero fisiologico que aumenta el ni-

mero de leucocitos, aumenta igualmente la cantidad de

Miiller, deduce de sus experiencias que la médula 6sea

¥ los ganglios linfaticos, sean lugares de origen del fibri-

Bajo qué forma el fibrinogeno se precipita en fibrina?
No ha sido todavia completamente dilucidada; asi la pri-
mitiva teoria de Schmidt de las sintesis con las substan-
cias fibrinoplasticas; la sal céilcica del fibrinogeno su-

puestos por Arthus y Pekelharing, nadie cree en ellos

Para Hammarsten el fibrinégeno se transforma por
accion hidrolitica en suero-globulina por un lado y en
fibrina por otro. Esta suero-globulina fué encontrada por

Hammarsten en soluciones puras de fibrinogeno y 1la
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asigné propiedades parecidas, solamente que la suero-
globulina se precipita en soluciones mas diluidas v la
temperata de su codgulo oscila entre 65° y 66° mas
tarde Hammarsten modifico su opinion y pensd que la
suerg-globulina no es mdas que la fibrina soluble.

Otro fendmeno interesante Yy no aclarado todavia, es
la causa de la retraccion del codgulo. Se creyd primero
que fuera debide & la misma elasticidad de la red de
fibrina. A este concepto se oponen los hechos que la falta
de elementos celulares no da tendencia al codgulo 4 re-
fraerse; lo mismo pasa al plasma de aves coagulados con
extractos de tejido,

La intervencion de los elementos celulares es necesa-
ria; pero actuando quimicamente ¢ mecanicamente? Nolf
piensa que en los plasmas donde la concentracion de
fibrinogeno y serozima es grande, laretraccion del coagulo
es mayor.

Weil obtiene en algunos sujetos, de la sangre venosa
una retraccion normal eu cambio de la sangre recogida
por puncién del dedo; no hay retraccion.

Todos estos hechos no han sido bien estudiados y de-
jamos & que nuevas investigaciones den la clave de tan
interesante fendomeno.

Dado que para la coagulacion sanguinea interviene
una cantidad de factores, ya estudiados, es facil predecir
que cualquier agente inhibidor de alguno de estos tacto-
res es suficiente para impedir el codgulo.

Se conoce la aceion de las soluciones concentradas im-
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pidiendo actuar, probablemente. la trombina sobre el

fibrinogeno.

La precipitacion de las sales de calcio por el oxalato
de sodio como el impedir la ionizacion del calcio por so- ¢
luciounes de citrato de sodio.

Entre las demés substancias, se las puede dividir en
aquellos cuya accion anticoagulante se hace manifiesta
una vez que haya pasado el organismo vivo Y cuyo tipo
es la intoxicacion por peptona; ¥ la otra, cuya accion se
hace igualmente manifiesta ¢ vitro, y el tipo es el veneno

de cobra.







TEGNIGA

TIEMPO DE LA COAGULACION DE LA SANGRE

Los clinicos y los experimentadores han tratado de
determinar, con la mayor exactitud posible, el tiempo que
tarda en coagularse la sangre recién extraida de los va-
sos. Se ha ideado, para llenar esta indicacion, una can-
tidad tal de procedimientos, que van indicando la difi-
cultad de determinar este instante.

Los metodos pueden dividirse: en aquellos que deter-
minan el tiempo del coagulo de la sangre extraida direc-
tamente de la vena, y los otros métodos trabajan solo
con la sangre obtenida por puncion del pulpejo del dedo.

Desde ya nos inclinamos & favor de los procedimien-
tos (ue obtiene la sangre por puncion directa de la vena,
porque con el segundo método la sangre ha tenido tiempo
de ponerse en contacto cop diferentes tejidos, antes de

salir al exterior, y por lo tanto, de impregnarsce de subs-
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tancias que disminuyen considerablemente el tiempo de
coagulacion.

Addis observa que se debe fijar un primer momento de
la aparicion de las cantidades mas pequenas de fibrina y
el segundo instante es aquel en que el codgulo es com-
pleto.

Las condiciones previas que se requicren, cualquiera
sea el procedimiento elegido, son las siguientes: 1.9, lim-
pieza de la piel; 2.° menor contacto posible de la sangre
con los tejidos; 3.°, obtenerlo siempre con los mismos
procedimientos, temperatura ¥ demds condiciones fisicas
capaces de alterar el tiempo del coagulo, Yy 4.9, segun
W. B, Canon y W. L. Mendelhall debia dar una indica-
cion perfectamente objetiva hecha por la misma sangre.

Uno de los primeros procedimientos y de los mas sen-
cillos es el de Vierordt.

Vierordt emplea un tubito capilar de 1 milimetro de
didmetro y 5 centimetros de largo, previa punciou del
pulpejo del dedo se aspira una columna de medio centi-
metro de altura. Se introduce en el extremo opuesto al
que estuvo en contacto con el dedo, una crin de caballo,
previamente hervida en alcolol Vv éter, perfectamente
limpia, de 10 centimetros de largo y no muy gruesa. Se
trata de no tocar con los dedos el extremo de la crin que
se pondra en contacto con la sangre y se llega asi hasta
el extremo del tubo. Este momento sc anota. Cada medio

minuto se extrae del extremo que esta en contacto con la

sangre medio centimetro de crin. Los primeros centime-
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tros la crin es blanca, pero lnego cuando la coagulacion
se verifica la crin aparece de color rosado; producido el
coagulo completamente, la crin recobra su color blanco o
se adhiere 4 ella el codgulo. Se anota este instante.
Sahli, en su clinica, hace un nudo en el extremo de la
crin antes de introducirlo en la sangre; de este modo,
cuando la coagulacion se ha hecho se sigue extrayendo

la crin de modo tal que el nudo se ponga en contacto con

la columna de sangre y obtener asi todo el coagulo com-
pleto. Vierordt encuentra, que el término medio del tiem- i
po de coagulaciéon en los hombres normales, es de 9 mi- |
nutos 28 segundos.
El error de este procedimiento consiste especialmente i
en no tener en cuenta la temperatura ambiente: Kottmann
y Lidsky modifican el procedimiento usando un recipiente
con agua A temperatura deseada y dentro de ellas un
tubo cou el aparato de Vierordt. El tiempo que hallan
estos autores en la sangre humana es, a 15° C; 11 minu-
tos y 4 20° C; 6 minutos.
Wright propone una serie de tubos capilares iguales,
los llena con sangre fresca, los mantiene a temperature
de 18° C 6 37° (; sopla cada medio minuto uno de estos
tubos. Al principio era suficiente anotar el tiempo que se
observaba al soplar, la sangre coagulada; actualmente
prefiere soplar la sangre sobre papel secante ¥y observar
el coagulo. Wright, calcula alrededor de 5 minutos el

tiempo que tarda la sanere de un individuo normal, en
po q {

coagularse.
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Schultz, usa un tubo de vidrio en el que se ha hecho
doce ampollas esféricas, separadas entre sf por intervalo
bequefio en que el didmetro del tubo es capilar, los talloes

terminales son cortos.

Se hace entrar la sangre hasta llenar todas las
ampollas; se le seca la punta con la cual se ha obte-
nido la sangre ¥y se coloca sobre un soporte de manera
que el aparato esté horizoutal; esto se hace, para evitar
el reflujo de la sangre de una ampolla 4 la otra. Por
otro lado se prepara 12 4 24 vidrios de reloj 4 la que
se ha agregado un centimetro clibico de solucidn fisiold-
gica. En periodos de tiempo medido se rompen las ampo-
llas y se recoge el contenido sobre la solucitn fisioldgica.
Observado el coagulo se anota el tiempo. Seglin este
este autor, Ia sangre venosa, tarda en coagularse de 11 4
15 minutos y en la sangre recogida por puneion del pul-

pejo del dedo es 2 4 5 minutos.

El error de los métodos de Wright y de Schultz, con-
sisten en que los tubos son dificiles de calibrar; agregin-
dose & este 1iltimo procedimiento el no tener en cuenta la
temperatura en la que se verifica la reaccion.

Milian deja caer gotas de sangre sobre porta-objetos
previamente limpios y cada tanto tiempo coloca vertical-
mente uno de estos porta-chjetos, observando el perfil de
la gota. Cuando Ia sangre es liquida la mayor cantidad
de ella se coloca, signiendo la fuerza de [a gravedad,

entonces toma la forma de una ligrima; en cambio, cuando
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la sangre se la coagulado conserva su forma de media
esfera.

Himman y Sladen modifican este procedimiento del
signients modo: después de limpiados con alcohol una
cantidad de porta-objetos, hecha la incision en el 16bulo
de la oreja y eliminada la primer gota; las gotas subsi-
guientes no caen sobre el porta-objeto sino que puesto
horizoutal el 10bulo, se toca ligeramente la gota de sangre,
de manera de obtener gotas de 4 & 6 milimetvos de didme-
tro. Se vuelve rapidamente el porta-objeto y se la coloca en
una escala: luego cada cuarto 6 medio minuto, se pone ver-
tical el porta-objeto y se mira & la luz, entonces se obser-
van que: en los porta-objetos en que la sangre no estd
coagulada el punto de mayor opacidad se halla en el
extremo inferior de la gota; en cammbio, cuando la sangyre
se¢ ha coagulado la mayor opacidad se encuentra en el
centro de la gota.

Las gotas de menor 0 mayor tamaiio & las indicadas

mas arriba, se desechan. Rusell y Brodin aconsejan que
la reaccioa se haga & temperatura de 15 4 207

Kl tiempo se anota desde el instante de la ineision del
J6bulo de la oreja hasta el momento en que se observa el
codagulo. A la temperatura indicada, el ticmpo de coagu-
Jacion es alrededor de 7 & 8 minutos en un sujeto normal.
La principal causa de error es la desceacion.

Hayem propone un simple cilindro de vidrio, usando
siempre el mismo en todos los casos, de base plana que

llena con varios centimetros cubicos de sangre, luego
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inclina suavemente el tubo cada medio minuto, por ejem-
plo, hasta obtener el instante en que la sangre mantiene
su forma & pesar de las diferentes posiciones del tubo.
Kste procedimiento estd sujeto 4 errores, entre etlos se
encuentra la temperatura que 1o se tiene en cuenta y la
dificnltad de determinar el momento preciso en que se
inicia el codgulo; pero, es samamente practico y nosotros
lo usamos en nuestras experiencias.

Biirker, pone una gota de agua en la cavidald de un
porta-objeto pulido, este porta-objeto se halla colocado en
un baflo-maria & temperatura constante de 25° y después
de esperar & que la gota haya tomado la temperatura
deseada se agrega una gota de sangre. Por otro lado se
estira & la lampara una varilla de vidrio de 18 centime-
tros de largo, cuya punta tiene dos a tres milimetros de
didmetro perfectamente limpio. Después de medio minuto
se da una vuelta de 90° & un disco de que estd provisto
el aparato y ocluye la escavacion; levantada esta tapa.
con la varilla de vidrio se describen 5 vueltas de espiral.
de la periferia al centro y se observa el extremo de la
varilla, después de cerrar el aparato: esta operacion se
repite cada medio minuto hasta obtener un primer hilo de
fibrina. Este momento se anota. El aparato es fabricado
por el mecanico Albrecht de Titbingen. Sahli cree que lo
unico eriticable es la adiccion del agua.

Brodin y Rusell colocan una gota de sangre y dirijen
una corriente de aire tangencialmente a ella y, se observa

al microscopio, los ¢lobulos rojos & la mis pequeina co-
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rriente de aire cambian de lugar, pero luego todo movi-
miento cesa 4 pesar de persistir la corriente de aire; el
inconveniente existe, por las diferencias del volumen de
la gota y en la intensidad de la corriente. Para Pratt el
tiempo de coagunlacidn en un sujeto normal es de & abh
minutos; para Morphy y Gould es de tres minutos y doce
segundos; para Brodiny Rusell de 7 & 8 minutos; por ul-
timo para Himman y Sladen 6 minutos 40 segundos &
temperatura de 20° C.

Morawitz y Vierich puncionan una vena y cargan una
jeringa de 10 c.c. de capacidad, por otra parte preparan
9 vasos del mismo tamaifio y forma colocados préviamente
en wia camara hameda de 20°. En cada vaso coloca d c.c.
de sangre y cada dos minutos examina: si nota un ligero
sedimiento rojo en las paredes del vidrio da por iniciada
la coagulacion y se termina cuando la sangre no sigue la
inclinacion de los vasos. Il tiempo que da Morawitz en el
sujeto normal oscila de 15 4 20 minutos, una difercncia
hasta 20 por ciento se puede desechar y solamente un
porcentaje mayor se debe tomar en cuenta.

Buckmaster, prepara un ansa de platino y una cimara
hameda & temperatura constante. Toma cu el ansa de pla-
tino una gota de sangre y puesta en la cimara hameda
observa al microscopio que mientras la sangre no estd
coagulada los globulos rojos se desprenden del ansa y
caen, en cambio cuando la sangre esta coagulada los he-
matics ya no bajan.

Buckmaster obtienc los siguientes tiempos de coagula-
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cion: & 20° C, 8 minutos y 45 segundos; & 39° C. 2 mi-
nutos y 36 segundos. Segiin Morawitz, las ventajas de
este procedimiento consisten en la seuncillez, en la pequeiia
cantidad de sangre, en que el contacto de la sangre con
los elementos extraiios quedan reducidos al minimo y por
@Wtimo el momento del coagulo se determina de una ma-
nera facil, segura y exacta.

Kottmann, idea lo que llama un codgulo-viscosimetro.
EI principio que rige es el siguiente: si se hace girar un
envase leno de liquido, las capas vecinas 4 la pared to-
man la misma velocidad de rotacion de la pared, depen-
diendo de la viscosidad que la velocidad de rotacion se
propague & las demas capas. Ua pala sumergida en el li-
quido, no movible directamente, se movera con uua rapi-
dez que depende de la velocidad de rotacion del recipiente
y de la viscosidad del liquido. La sangre al coagularse se
hace mucho mas viscosa, momento, que la pala marcara
con un aumento notable de su velocidad. Kl aparato de
Kottmann consta de un gran recipiente y dentro de éste;
otro, entre ambos circula una cantidad de agua que tiene
por objeto de mantener la sangre 4 una temperatura cons-
tante. En el centro del segundo euvase, gira gracias 4 un
aparato de relojeria, con una velocidad que se¢ puede de-
terminar; en el centro un vastago de metal en que toma
como eje, la pala sumergida en el lquido y cuyas vueltas
marca el vastago en su extiemo superior.

Kl aparato lo construye Schaerer, de Berna.

Kl procedimicnto descripto por W. B. Cannon y
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W. L. Mendenhall consta de un pequerio peso (30 mili-
gramos) que se hunde dentro del pequeilo recipiente que
contiene la sangre. El peso unido & nn largo brazo que
sirve como aparato iuscriptor. Si la sangre liquida, la
pesa llega al fondo del vaso y gqneda marcado por el bra-
70 inscriptor, sobre el papel ahumado en forma de una
elevacion brusca; vaelve rapidamente & su posicidn nor-
mal, gracias 4 la accion de un resorte. A medida que la
sangre se va coagulando opone wayor resistencia al peso,
luego el ascenso, que marca la palanca no es tan alto, y
por ultimo, cuando la sangre estd completamente coagu-
lada, el peso no puede romper la fibrina formada, y la
palanca inscriptora queda inmovil, lo que se marca en el
papel ahumado por un punto. La operacion de colocar la
pesa dentro del liquido se hace cada medio minuto, luego
el error no es mayor que este tiempo. La cantidad de
sangre gue se Usa es muy pequena; Ja temperatura cons-
tante; reuniendo este aparato excelentes condiciones para
determinar el momento del coagulo.

Existen procedimientos basados en obtener la cantidad
minima de substancia capaz de detener la coagulaciéu;
otros, en cambio, se basan sobre la presencia de sales de
calcio.

Chantemesse idea un procedimiento que consiste en
_saber la cantidad minima de &cido oxalico necesaria,
para impedir el codgulo. Toma Chantemesse un volumen
de sangre, y agrega un volumen de varias concentracio-

nes del 4cido oxalico, y observa & los 2 6 3 dias el tubo



— 110 —

de ensayo en que la coagulaciébn no se ha producido; la
solucion minima se anota. Las solucciones usadas son al
1400, 1/600, 1 800, 1;1000, 1,1200, 1/1500. Normal-
mente es suficiente una solucion al 1/800.

Brissaud toma 5 ¢. ¢. de una solucion de c¢loruro de
sodio al 20 Yo agrega 15 c. ¢. de sangre del enfermo ob-
tenida por puncion venosa. Centrifugada esta mezcla, el
plasma se recoge en varios tubos de ensayos, 4 razon de
0,5 c. c. del plasma salado en cada tubo, luego se agrega
en esa serie de tubos cantidades or ecientes de agua des-
tilada. Asi: al priwer tubo se agrega 1 c. ¢. de aguna des-
tilada; al segundo tubo 1 5 ¢, c. de agua destilada y asise
coutintia. Por otro lado se aprovecha la puncion venosa
recogiendo sangre en tres tubos iguales y viendo asi el
tiempo que tarda la sangre en coagularse, inclinando de
vez en cuando el tubo. Las concentraciones del cloruro
de sodio en los diferentes tubos de ensayo y el tiempo
normal en que tarda coagularse después de agregar el

agua destilada, es la siguiente:

Lert, 05 ce. de plasma salado - 1 _cc.de agua dest, corresponde 4 165", queda mum[:
20t o, 0, » w15 » . IJ s coagulaend
Berte L, T2 ., » - » »
6.0 t. -5 - .

R - s < n o » ” »

Las objeciones que se pueden hacer & este procedi-
miento son serias:

L* A laconcentracion de cloruro de sodio empleado.
en nuestras manos, 4 pesar de los multiples cuidados,

siempre se ha producido la hemolisis y la hemoglobina,
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es una substancia que acelera el tiempo del coagulo.

2.0 Las cantidades crecientes del ligquido, hacen que
el volumen total de cada ensayo. sea diferente, y no pueda
compararse los resultados entre si, porque las condicio-
nes de la ionizacion del calcio en esta forma es muy
variable.

3.2 Las variaciones de los resultados en los sujetos
normales es la misma que se obscrva en los enfermos:
aun en la neumonia los resultados son muy variables,
como puede verse comparando, por ejemplo, las observa-
ciones XTIV y LX de Brissaud; las concentraciones sali-
nas ¢n donde la coagulacion puede verificarse, se encuen-
tra en ambas como maximo el 1,25 “/ y el minimo 0,459/ .
El tiempo minimo que tardd en coagularse era de una
hora diez minutos en el primer caso y de 35 minutos en
el segundo y ambos mueren: & los dos dias la observa-
cion XIV y al otro dia la observacion LX. Brissaud, como
nosotros, no llega a ninguna conclusion practica.

4.*  La interpretacion teorica es dificil,

5.4 La cantidad de sangre es muy grande.

Marcel Bloch, toma 1 c¢.c¢. de sangre que recogze de
una vena, con un jeringa cargada con la siguiente solu-
cion: 4 c.e. de suero fisiologico y 0,01 c.c. de citrato de
sodio. Una vez bien mezclado toma 0,2 c.c. de esta mez-
cla y agrega una servie de tubos de ensayo & los que anade

cantidades crecientes de una solucion al 0,5 ¢ de clo-

V/
/o0
ruro de calcio; y asi agrega al primer tubo 1 ec.c.,
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2 c.c., etc. Observa el primer tubo donde comienza el
coagulo y el tubo donde la coagulacion es completa.

El indice de M. Bloeh se hace poniendo como denomi-
nador la cantidad de citrato de sodio y numerador la
cantidad de sales del calcio: el indice minimo normal-
mente es uno, y el maximo normalmente. es dos. Las
objeciones que encontramos son las que estd bajo el
namero 2 de las hechas 4 Brissaud.

Nosotros en el Servicio del Dr. F. Canevari, usabamos
el siguiente procedimiento. En tubo de cnsayo, graduado
¥ parafinado se coloca 1 c.c. de una solucion de oxalato

/

de sodio al 10 Y00 ¥ 4 Y%, de cloruro de sodio; dejaba
caer la sangre de la puncion venosa hasta completar
10 c.c. de liquido, teniendo cuidado de mover el tubo &
medida que llega la sangre. Se ceuntrifuga, y el plasma
oxalatado asi obtenido limpido. se coloca 0,5 ec.c. en
cada tubo de ensayo de 30 milimetros de ancho ¥y 90 mi-
limetros de alto. A esto se agrega 0,1 c.c. de cloruro de

Tof 10755 19
1/10; 1/100; 1/1000; 1/10000; ete. Los tubos controles se
hacen con 0,1 c. ¢. de agua destilado agregado a 0,5 c.c. de

calcio de concentraciones variadas; al 100

plasma exalatado y al otro tubo control 0,6 c.c. de plasma.
Todo esto se lleva & la estufa 4 37° durante 15 minutos
Yy se observa el tubo en donde la concentracion maxima
ha impedido formar el codoulo, el tubo de concentracion
inferior se anota. Lo mismo se hace para aquelio en
que la concentracion es tan débil que es insuficiente el
calcio contenido para formar el coigulo. Este procedi-
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micnto, superior & los anteriores, & pesar del corto niunero
de nuestras investigaciones, tiene el inconveniente que
no se conoce la cantidad de calcio necesaria para saturar
el oxalato de sodio libre, por otro lado no se conoce la
forma de actuar las sales de calcio y por ultimo la incoa-
gulabilidad de la sangre, puede deberse 4 otros factores

que no sea el calcio.

DETERMINACION CUANTITATIVA Y CUALITATIVA

DE LOS FACTORES QUE INTERVIEN EN LA COAGULACION

DE LA SANGRE

STrombine (filrin-fermento). —Método en serie de Wohl-
gemuth.

Soluciones necesarias:

1Y Fibrin-fermento. 2.° Solucion de fibrinogeno.

Lia solucion de fibrindgeno se prepara siguiendo el

procedimiento de Schmidt. Ksta solucion de fibrindgeno

/

se diluye 4 su vez al décimo, con una solucion a 1 Yo de
cloruro de sodio. Toma Wohlgemuth una serie de tubos;
10, por ejemplo, y agrega un tubo control. Ku estos tubos
coloca soluciones decrecientes de la trombina 0 substan-
cia cuya accion de fibrin-fermento se ha demostrado por
un ensayo previo: ¢l primer tubo conticne 1 ¢. c¢. de la
substancia 6 su solucion, el segundo tubo 0,5 ¢. c¢.; el
tercer tubo 0,25 c. ¢, ete. Kl tubo control no tiene trom-
bina. Las soluciones se hacen siempre con cloruro de

«

sodio al I % A cada tubo agrégase 1 c. ¢. de la solucion
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mencionada y 2 c¢. c. de la solucion de fibrindgeno dilui-
do al décimo; s¢ mezela bien y se coloca 24 horas a la
estufa. Después se cxaminan los tubos inclindndolos
horizontalmente y observando si se ha formado un coa-
gulo completo, casi completo, pareial, pequeiio rastro que
va representando desde 4 cruces hasta por una cruz.
Cuando no hay coagulo el signo negativo es la represen-
tacion grafica de ello.

Toma en cuenta Wolillgemuth la mas pequenia canti-
dad de fermento que es capaz de formar un coagulo y
que corresponde & lo que marca por una cruz. Suponien-
do que el tubo 9 contiene 0,004 c. c., la relacion se de-
termina colocando como numerador la unidad y denomi-

nador la cantidad hallada, en el caso particular tendria-

1 - , . .
mos —o— —— 250. Wollgemuth encnentra las siguientes
cifras: hombre 62,5 — 250; perro, 125 — 250; conejo,

31,5 — 125.

Nosotros, en nuestras experiencias. seguimos el si-
guiente procedimiento; 1.°, solucion de trombina; 2.°, so-
lucion de fibrindgeno. Como tal actiia ana solucion de
plasma reoxalatado, segiin Bordet y Delange (preferimos
el plasma de oveja).

Tomamos una serie de tubos de ensayo; en el primero
colocamos 0,5 c. ¢. de febrin-fermento y vamos disminu-
yendo hasta colocar 0,1 c.c¢. en el quinto tubo, luego va-
mos haciendo soluciones al 19 al 17 cte. Al tubo con-

trol no se le agrega trombina. A\ todos los tubos se agrega

1 c.e.del plasma reoxalatado y diluido al tercio en solueion
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fisiologica. Se observa de medio en medio minuto hasta
obtener la coagulacion. Se anota este instante al mismo

ticmpo que la temperatura del ambicente.

[ibrindgeno.-—Denis emplea una solueion saturada de
cloruro de sodio. Kn esta forma ticne una solucion com-
pleja, que 1lama plasmina; diluida en agua no tarda en
coagularse. No sirve como procedimiento de aislar el fi-
brinégeno.

A Schmidt obtiene p]agma & 0° varias veces filtrado;
agrega 10" voltumenes de agua lhelada, luego, hace pasar
uira corriente anhidrido-carbonico y asi precipita una
substancia que parece ser el fibrinogerno.

Hammarsten recibe 3 voltuinenes de sangre en un volu-
men de una solucion saturada de sulfato de magnesia, se
abandona al reposo durante varios dias, & baja tempera-
tura, se decanta, se filtra, se agrega igual volumen de
soluecion saturada de cloruro de sodio. Al poco tiempo
nada en la superficie un precipitado mucilaginoso, poco
adherente & las parvedes, finamente fibrilar que luego se
agrupan en masa, se hace filamentosa, tiende aglutinarse
y se saca del liquido de una sola vez.

Iosta substancia, es fibrindgeno, soluble en el agua gra-
cias & las sales que lleva consigo.

Para purificarlo se le vuelve precipitar en solucion sa-
turada de cloruro de sodio, esta operacion se repite varias
veces hasta obtener una masa viscosa adherente 4 las

paredes,
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Kl fibrinogeno de Hammarsten es soluble en soluciones
al 5 1 8Y de cloruro de sodio y precipita de ellos & H6°
queda insoluble conservando, su extructura histologica.
i1 aguz oxigenada es descompuesta por el tibrindgeno.

Al microscopio se presenta formada por una red muy
fina, cubierta por granulaciones grisaceas debido proba-
blemente, & la interposicion de otras substancias.

El método de Reye se basa en que una solucion neutra
de sulfato de amonio precipita mas facilmente al fibrino-
geno que & la trombina; usa las siguientes soluciones:

1.+ Solucion de floruro de sodio al 3 /.

2.0 Solucion saturada de sulfato de amonio neutro;
densidad 4 19°---1,245.

3.0 16 c.c. de la solucion anterior & la que se agrega
42 c.e. de agua destilada. Se toman 4 ¢.c. de la solucion
de floruro de sodio, se agrega 16 c. e. de sangre: se centri-
fuga, recogidos 12 c. ¢. de plasma limpido se agrega 30
¢. ¢. de la solucion de sulfato de amonio neutro. Una vez
precipitado se filtra sobre un filtro tarado, se lava el pre-
cipitado con la solucion nfunero 3, se coloca una hora a 80°
y se lavasobre el filtro con agua destilada caliente y luego
con alcohol y éter; se deseca & la estufa y se pesa. Reye,
obtiene 0,042 —0,0424 grs. de fibvinogeno en 12 c.c. de
plasma de buey.

Forges y Spiro usa una solucion saturada en caliente de
sulfato de sodio. Se prepara, dejando & 33° en el agua,
sulfato de sodio completamente puro, que no tiene rastro

de amoniaco. Forges y Spiro obticnen un plasma florurado
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en las mismas condiciones gue en el procedimiento de
Reye, A 15 c.c. de este plasma agrega 45 ¢, ¢. de agua.

En 5 c.e. de esta solucion del plasma, se determina el
azoe, segun el metodo de Kjendahl; el resto se coloca en
un frasco de boca ancha herméticamente cerrada y se
calienta & 30° C. Se agrega 14 c.c. de la solucién de sul-
fato de sodio. Precipitado el fibrindgeno, se filtra y en 5
a 10 c.c. del filtrado se determina, la cantidad de azoe
que contiene, teniéndose en enenta, el agregado de la so-
lucion de sulfato de sodio. La diferencia de ambos dosajes
de azoe serd la cautidad de fibrindgeno.

Wolillgemuth, obtiene Ia solucion de fibrindgeno siguien-
do & Schmidt, es decir agrega & 3 partes de sangre fresea,
una parte de sulfato de maguoesia al 28 ¥/ se centrifuga
bien y se obtiene el plasma.

Actlia como trombina un suero recién obtenido y di-
luido al quinto, por Gltimo tiene & mano una solucion de
cloruro de sodio al 1 Y.

En varios tubos, agrega cantidades deercecientes de solu-
cion de fibrindgeno & investigar; estas soluciones se hacen
con cloruro de sodio al 1 7. Agrégase & cada tubo 1 c.c.
del fibrin-fermento diluido al quinto; se mezela bien, se
coloca a la estufa & 37° durante 24 horas y se examina
inclinando horizontalmente el tubo de ensayo; se anota el
coagulo signiéndose la nomenclatura usada por este autor.

Wollgemuth, obtiene los siguientes resultados: humano,
62,5—250: perro, 62,5 -250; concjo, 16—625.

En nuestros ensayos usamos nna frombina cuyo erado
& o T
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de solucion de citozima, scrozima v sales de caleio son
conocidas.

La substancia que actia como fibrinogeno es reoxala-
tada y diluida luego en suero fisiologico, al erado que
deseamos. Después, de esperar 15 minutes 4 temperatura
ambiente, para tener tiempo de formarse la trombina;
agregamos 1 c.c. del Hqnido que contiene fibrindgeno.
Cada medio minuto inclinamos el tubo de ensayo y anota-
mos el momento de la aparicion del codgule. Conviene

conocer la temperatura del laboratorio.

Nerozima (trombdgeno, 6 protrombina). — Wolilgemuth
toma dos series de tubo de ensayo, cargindose ambas con
las substancias cuyo poder trombogeno se quiere estudiar;
colocase en los dos tubos de igual colocacion en cada
serie; igual cantidad de suero. A cada vaso, de la seric
principal se va agregando soluciones decrecientes de
tromboquinasa, de poder conocido; & la serie control se
agrega el mismo volumen de suero fisioidgico. A ambas
series s¢ agrega 2 c. c., del plasma magnesiada de Sehmidt,
se deja en la estufa 24 horas; al cabo de los cuales se
observa y se compara el grado de coagulacion sn ambas
series. Sila serie principal contiene trombogeno, la coa-
gulacion se hard en mayor nimero de tubos, que cn la
serie control. Nosotros para medir el poder de la sero-
zima, aislamos esta substancia por el procedimiento de
Bordet y Delange.

Hacemos con la serozima las diluciones queridas: toma-
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mos 0.5 e, c.. agregamos d cada tubo 0.1 e.c. de una solu-
¢ion de citozima de poder conocido, agregamos boeoc. de
una solucionen suero fisiologico de cloruro de calcio al
B Ygoise deja d la temperatura ambiente durante 15 mi-
nutos y luego se agrega 1 c.c. del plasma reoxalatado y
diluido al tercio. Los tubos se inelinan cada medio minuto
y se¢ anota el tiempo que ha necesitado el sistema en
coazularse. Conviene tener en cuenta la temperatura de

laboratorio.

Citozima (substancias zimo-plasticas, trombo-plasticas;
tromboquinasa, trombosina).—Estas substancias aunque
son diferentes en su constitucion intima se estudiardn en
conjunto: porque todas tienen la propiedad de acelerar la
formacion del coagulo.

Toeb, toma fibrindgeno, suero fresco y & otro sistema
agrega soluciones de la substancia que tiene accion de
citozima, se observa la facilidad con que se produce el
coagulo.

Wollgemuth, despnés de determinar la cantidad mi-
nima de suero, para coagular & una cantidad dada de
fibrindgeno; agrega & esta ltima cantidad dde suero ha-
llada, cantidad decreciente de trombo-qninasa; agregada
que es el fibrindgeno, en la misma dosis que se ha usado
en el ensayo previo; colocado en la estafa durante 24
horas. Se tiene en cuenta el tubo de ensayo en la que se
ha hallado el coagulo minimo.

[on nuestras experiencias, para determinar el poder
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citozimico, de una substanecia, tomamos soluciones decre-
cientes de ella y agregamos en cada tubo de experiencia
0,5 c.c. de serozina y 1 c.c. de la solucion de cloruro de
calcio al 5 9 . se deja reposar Ia mezela durante 15 mi-
nutos y luego se agrega 1 c.c. de plasma reoxalatado
diluido al tercio; y se observa de medio en medio minuto
el tiempo en que se produce el codgulo. Se anota este
instante. Se debe tomar en cuenta la temperatura  de

Iaboratorio.

PROCEDIMIENTOS PARA AISLAR LAS SUBSTANCIAS

QUE INTERVIENEN EN LA COAGULACION DE LA SANGRE

Trombina.-—Para obtener una buena trombina es sufi-
ciente defibrinar la sangre por batido y luego centrifu-
garla. Kl suero debe usarse fresco porque su poder se
pierde rapidamente.

Schmidt, agrega al suero sanguineo 15 & 20 voltumenes
de alcohiol concentrado. Deja reposar durante 4 semanas;
filtra; deseca en el vacio sobre dcido sulfirico y obtiene
un polvo que diluido en suero fisiologico; es capaz de coa-
gular rapidamente 4 soluciones de fibrinogerio.

Hammarsten, satura el suero préviamente calentado 4
30° C, con sulfato de magnesia; filtra, deja enfriar el fil-
trado y nna vez depositado los eristales de sulfato de
magunesia; separa el suero, lo diluye en 9 voliimenes de
agua, agregandose soda hasta formar un precipitado de

magnesia.  Lavado y prensado que es el precipitado, se
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disuelve agregando una solucion muy diluida de dcido
Lasta obtener reaccion aéhilmente 4cida 6 neutra, ['na
vez dializado se obtiene nna solucion con todas las pro-
piedades de la trombina de Schmidt.

Howell, extrae fibrina fresca, bien lavado y secada 4 la
estufa, con cloruro de sodio al 8 Y- El extracto, se filtra,
se mezela con medio volumen de cloroformo; filtra de
nuevo y vaelve agregar cloroformo; se filtra por segunda
vez. Ksta operacion se repite varias veces hasta obtenor
un lquido limpido. La trombina se preeipita por solucio-
nes de sulfato de magnesia. Para conservar el poder de
la trombina, se guarda en pequeiias porciones en la cam-
pana con #cido sulfirico & tempoeratura de 38° 4 400
cuando se va trabajar se diluye en suero-fisiologico.

Schmidt propone reactivar la meta-trombina agreganio
al suero igual volumen de legia de soda décimo normal;
dejarla en contacto durante un cuarto 6 media lLora y
agrega luego la misma cantidad de solucion décima nor-

mal, de dcido sulfirico. Se consigne mejor resultado, si

se dializa con anterioridad y agrega 0,1 c. c., décimo nor-

mal de hidrato sodio por c.c. de suero,

Awtitrombina.— Dikenson, prepara como tal una sus-
pension de hirudinas. Ias cabezas de sanguijuelas se pul-
verizan en un wortero y extrayéndolo luego con agua.
Es suficiente un miligramo de esta suspension para con-
servar liguido 5 c.e. de sangre. Act@ia tanto en vivo como

in-vitro.
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Inyectando peptona Witte o extracto de musculo de
cangrejo 0 tejidos de animales que ocupan un lugar muy
inferior en la escala zoologica; la sangre de ciertos ani-
males se hace incoagulable. No se puede trabajar con co-
bayos ni con conejos.

M. Doyon, A. Morel y A. Policard, consiguen una anti-
trombina, haciendo pasar una solucién débilmente alca-
lina & través de un higado de perro, lavado, congelado y
descongelado. Se congela por la accion de la nieve car-
bonica. La solucion empleada consta de 4 grs. de cloruro
de sodio, 5 grs. de carbonato de sodio y 1000 grs. de
agua. La presion del liquido 4 través del higado es de 30
c. ¢. de agua; se recoje 500 grs. de liquido que hayan pa-
sado 12 veces la glandula en una hora y media. Bl liqui-
do obtenido, es calentado durante 5 minutos; centrifigase
el codgulo formado. Kl liquido que sobrenada contiene
substancia anticoagulantes. Esta antitrombina es precipi-
tada por el dcido acético y redisuelta en medio alcalino;
tiene todas las propiedades de la antitrombina, que estos
mismos autores obtienen, haciendo pasar soluciones de
peptona & través de higado fresco 6 congelado del perro.

L. Goard, consigue un jugo hepato-pancréatico de los
crustaceos, que dice tener una aceion de anti-trombina,
pero todavia no estd demostrado.

Citozima. —Morawitz, recomienda obtencr la trombo-
(uinasa, del timo, higados y ganglios linfaticos; ¢l misculo

st debe dialisar préviamente, durante 10 4 20 horas, para

eliminar las substancias anti-coagulantes que parece con-
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tener. Desmenusando finamente estos organos, s¢ anade
el mismo volumen de suero fisiologico, se agita durante
media hora y se lleva 4 Ja estufa durante varias horas, se
filtra y se trababaja sobre el filtrado. Bordet prefiere las
soluciones alcohoélicas.

Merck, prepara una citozima, empleando como tal el
extracto alcoholico de corazon de cobayo diluidos en suero
fisiologico. En esta forma se expende al publico. A. Sor-
delli y G. Fischer han obtenido una citozima de poca
accion con los extractos alcohélicos del cobayo y han re-
emplazado ventajosamente por el extracto alcohdlico de
corazon de vaca.

El método que sigue A. Sordelli y G. Fischer es el si-
guiente: se toma un trozo de corazon de vaca, exclusiva-
mente la parte muscular; se hace pasar por estos aparatos
ordinarios de cocina que sirven para moler carne, se agre-
ga oclio voliumenes de alcohol etilico & 96 grados por cada
gramo de muisculo cardiaco; se lleva 4 la estufa & Go°
durante dos horas se deja enfriar y se decanta. Kl liguido
asi obtenido se guarda en frascos obscuros y 4 tempera-
tura ambiente. A. Sordelli y G. Fischer prefieren dejar al
alcohol con el masculo cardiaco. Se puede substituir con
ventaja al corazon, el higado y el timo.

Schmidt, para obtener las substancias zimoplasticas,
precipita al plasma oxalatado por una solucion concen-
trada de clornro de sodio; después de dializado y filtrado

se anade dcido acdético diluido hasta reaceion débilmente

dcida. Kl precipitado se centrifuga y lava con agua. Esta
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substancia se disuelve en soluciones déhiles de eloruro de
sodio, soda cdustica, acido clorhidrico 4 1 Y0 Y tiene la
propiedad de transformar la serozima en trombina. Ior
otro lado basta agregar al plasma oxalatado dos voltime-
nes de aguna; unas gotas de solucion de dcido acético:
centrifugar el precipitado y disolver en pequenas canti-
dades de solucion de hidrato de soda o de amoniaco ¥
asi obtener una substancia que en presencia de las sales

de calcio se transforma en una trombina muy activa.

Nerozima.—Bordet, partiendo del plasma oxalatado
toma de ella, 10 ¢. e. de cloruro de calcio solucion al 1 e
Se coloca 4 la estufa & 37° durante durante 15 6 20 mi-
nutos; se exprime el codgulo formado y se deja al suero
en la estufa 4 37° durante una hora y media; en esta
forma se destruye todos los demds elementos que contiene
el plasma. Conviene dejar en contacto con las soluciones

queridas darante una hora; antes de usarla.

Plasmas.

El plasma de los animales invertebrados,
se consigue por medio de una meision en el CUErpo espe-
cialmente en el abdomen; se mezela una parte de agua
en 4 partes de sangre; se filtra varias veces y el tiltrado
se guarda en lugar fresco.

E@ plasma de.mamiferos especialmente del caballo se
recoge en vasos cenfriados & 0°; preferible que sean para-
finados; se filtran varias veces o se deja reposar hasta

(que se deposite por si mismo fos clementos colulares v
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pueda este plasma mantenerse en temperatura ambiente
sin coagular. Wohlgemuth, divide la obtencion del plasma

O

por sales ncutras en dos grandes grupos: 1.°, aquellos
que no detienen la formacion de trombina: cloruro de
sedio, sales Dbiliares y sulfato de magnesia; 2.2, formado
por aquellas sales que impiden la formacion de trombina:
floruro de sodio; oxalato de sodio, de potasio, amonio y ¢l
citrato de sodio.

Plasma con cloruro de sodio: DBordet y Gengouw mez-
clan una parte de la solucion de cloruro de sodio al 20"
y 3 partes de sangre; al mezelarlo se hace agitandolo
fuertemente. Se centrifuga.

Plasma con sulfato de magnesia: Schmidt, toma tres
partes de sangre fresca y agrega una parte de sulfato de

Yo

magnesia al 28 Se centrifuga.

Plasma con acidos biliares: Se toma cinco partes de
sangre por una de bilis. Se centrifuga.

Todos estos plasmas para coagularios es suficiente
diluirlos.

Plasma con floruro de sodio: Se hace una solucion de
floruro de sodio al 2%y se toma 1 c.c. de esta solucion
y se agrega 9 c.c. de sangre fresca. ISn esta forma se

)
100

PPlasma con oxalato de sodio: Arthus y Pagés toman

consigue un plasma que contiene 2%/ - de tloruro de sodio.

una solucion al 1 6 2 Y/ de oxalato de sodio y agregan
9 partes de sangre. Se centrifuga.

Bordet, toma una parte de la siguiente solucion: 10 %/

de oxalato de sodio y Y, de cloruro de sodio; se agrega
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a elio 9 partes de sangre fresca, Se centrifuga. Il plasma
reoxalatado se prepara agregando al plasma oxalatado
igual volumen de la solucion ya mencionada.

Plasma con citrato de sodio: Se toma una parte de ci-
trato de sodio al 4 % ¥ 9 partes de sangre. Se centrifuga.

Todos estos plasmas necesitan para coagularse, la pre-
sencia de iones de calcio.

Soluciones de fibrindgeno: Sirven como tales el tran-
sudado del pericardio del caballo; los demas transudados
y exudados no son puros porque contiencn pequenias can-
tidades de trombina.

Sirven como solucion de fibrindgeno, los plasmas ya
estudiados asf como las soluciones puras de fibrinégeno

preparado por Hammarsten.




ESPECIFICIDAD DE 105 ELEMENTOS QUE ENTRAN
EN L1 (OAGULACION SANGUINEA

Loeb cree que la tromboquinasa es especifica por lo
menos en los vertebrados superiores, y sus experiencias
parecen comprobadas por los trabajos de Muraschew. La
trombina parece también especifica, segiin Duclaux y
Loeb.

Bordet y Gengou, Fuld, no estan en un todo de acuerdo
con las observaciones anteriormente anotadas.

Para Nolf, la accion de su trombosima es especitica,
actian solo como tal los leucocitos y plaquetas de la mis-
ma especie, y no pudo obtener coagulaciones actuando
como trombosima, ¢l extracto de vegetales, ni el de inver-
tebrados.

Este ultimo concepto de Nolf es inexacto; por que tra-
baja con extractos acuosos, en donde la solucion de lipoi-

des es muy pobre.

Me Heva & negar la especificidad absoluta. el hecho
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que, en la reaceion de Klinger y Hirschfeld, estos auto-
res, usaron como citozima el extracto aleohdlico de cora-
zon de cobayo o de vaca; actuando sobre la serozima y el
fibrindgeno de oveja.

Bordet y Delange reemplazaron los extractos alcoholi-
cos de animales, por la lecitina Agfa del comercio, y que
actia como una citozima.

Klinger ¢ Hirschfeld toman bacterias y las hace actuar
como citozima; halla para los dcidos resistentes un pe-
queno poder de citozima, pero, si se hace digerir prévia-
mente en suero de diversas especies de animales, adquie-
ren poder de citozima.

Klinger ¢ Hirschfeld van mas lejos y usan solo subs-
tancias orginicas como la colestearina y el oleato de
sodio en suspension acuosa.

En nuestras experiencias hemos dispuestos los elemen-
tos como en la reaccion de Klinger ¢ Hirschfeld; hemos
usado salvo en los casos que anotaremos, la citozima, se-
rozima, fibrindgeno preparados en la forma que indicamos,

en la parte téenica.

Sol. o ce.
Cit. Iligado de varias Serozima de CI* Ga Plasma  reoxalatado
deovejn - en 100 ce.
especies de peces Sol. 1/5 de suero de oveja 1713
fisiologico
1 0,1 ce. 4+ 05 ce. + 1 ce. se. coagula 1’
2, Sol Lo - " R M F
3 . . 1104 o N2
o . 1/1000 -, - " I
by oy, 100004, - " I h.s0
6, 17100000 -0 -l “ incoaculable
7 Demis soluciones quedaron incoagulables.
80,1 ce. Sol. 11000 +- - ! 1 ce. 1
9 - £ 05 ce. - - "

Observacion de dos horas v diez minutos
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Cit. Huevos de varias Serozima Sol. 5, Plasma  reoxalatado
-I- deoveja -
especies de peces Sol. 1/ de CI* Ca. de oveja 1/1/3

1 0,1 cc. 4 05 cc. 4 1 ce 2 1 ce. coagula 30"
201 , Sol. 1104 , 4+ 55 . . 1 30"
3., 1o+ o 4+ 0 FE 0 0w
4., . o4 4+ 220 T Th30
n . 1/10000 + 1 -+ Y =E incoagulable
6 Los demds tubos han quedado incoagulables 7%
7 0,1 ce. 1. 171000 4+ — 4+ 1 cec. B ) "
8 — + 05ce. + 2, "

Observacion de dos horas y diez minutos

Sero. de Sol. 5 "/, Plasma reoxaiatado
T. Cit. Ale. de caracol - -+ de cloruro

oveja 1/5 de calcio de oveja 1/1,3
10,1 ce. + 05 ¢ce. + 1 ec. g2Z 1cc coagulaen 2
2 01, Sol. 110 4+ " -+ Y E?i ,, coagulo incom-

ge pleto en 45

3 1 . 1/100 " " g™ ,, incoagulable
I Demis soluciones han quedado incoagnlable S2
50,1 ce. — + 1 cec. o] s .,
6 - + 05 4+ o, ¥ 7 .

Observacion de dos horas y treinta minutos

Esta citozima de caracol fué preparado del siguiente
modo: se tomd el caracol, eliminando la caparazon; se
colocod en un mortero reduciéndose & una papilla; se agre-
20 alecohol etilico & 9G° por cada gramo de caracol, 8 vo-
Itmenes de alcohol. Sellevd & la estufa durante dos horas
a 60°. Se uso en tiempos diferentes con el mismo poder.

La abreviacion Sol., significa solucion de C1* Ca al
52 Lo, hecha con suero fisiologico.

La abreviacion Cit., significa citozima alcoholica.

La abreviacion Sero., significa serozima.

In otras series de investigaciones usamos como citozi-

ma de caracol, lo siguiente: 5 ce. de extracto alcoholico

de caracol, se evapora & la estufa & 37° durante 24 ho-
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rasy el sedimento se suspendio en 5 ce. de suero fisiolo-

gico.

Sero. de

o o 1 Solucion Plasma reoxalatado

T. +ooovein b G0 de oveja 1/1/3

1 0,5 ce. -+ 0,5 cc. 4 1 ce. 1 cc. coagula 5’

2 04 - » -+ ~, - w7

3 03, + .+ , . .12

1 0.2 + o o+ 7 N . 30 |
5 0,1 ,, ' -+ " ,, incoagulable ‘
6 Las soluciones inf. quedaron incoagulables.

7 0,2 ce. -+ — -+ 1 ce. "

8 e + 05ce. + , .

Observacion de cuatro horas

Con estas experiencias, se nota que a pesar de la dife-
rente posicion dentro de la escala animal. entre los peces
y el caracol por un lado y ia oveja por el otro, los ex-
tractos alcoholicos de los primero actiian como una cito-
zima solo comparable al extracto alcohdlico del corazdn

de vaca.

Nero.

e . Nol. ‘tasma reoxalatado

T. Cit, Hitmana - hu;l;fnu 4G G K ):u“ml"‘U \Illi,’.'l’yl ! '
10,1 ce. 4 05 ce. 4 1 ce. = 1 cc. coagula 6’ 15”7 j
2 01 ,, Sol. 1/10 -+ . -+ . .~ incoagulable

30,1, Sol. mas déb, - " -+ . z s .

100 + =4 - .,

5 ——— + . + . v .

Observacion de una hora treinta minutos

El plasma humana de la cual se saco la serozima y
fibrinogeno, era la mezcla de sangre de varios sujetos que
presentaban como tnica afeccion clinica una uretritis
blenorragica cronica,

Lia citozima humana de la experiencia anterior fud

usada para las otras experiencias.
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Cit. Humana O‘f:?;nf/:,
0.1 ce. + 05ce. 4
01, Sol. 110 - -+
01, . 1/100 4 +
01, ., 11000 + -+
0L, ., 1/100

Observacién de

- 257 3
50 minutos

Plasma reoxalatado
de oveja 1/1/3

1 cec. c. coagula 307
1
1" 30"

incoagulable

El poder de 1a citozima humana, como se ve por la

experiencia anotada, es bastante buena.

Sero. de Q
T n E 4 ! Sol. Plasma reoxalatado
T. Cit. Humana -+ carlwf[ilu + CE Ca de oveja 1/1,3
I
1 0,1 cc. + 0,5 ce. - 1 ce ce. coagula 1
2 . Sol L+ . N 1
3 . 1 1100 -+ ) —+ - . . 207
4 » Soluciones
més débiles - i -+ ' . incoagulable
3, Q01 1 10+ -+ " M
6 ——— wooo o, . ”»
()bsorv acion de una hora
Sero. de . >
T. Cit. Humana -+ (,’H,lh?l'”() -+ (“I\.“(I:“ ”']Tl'g"‘ (:‘(‘:"\,M‘(L‘[""]"
I 0,1 ce. + 05 ce. 4 1 e I ce eoagula 2" 30”7
2 1 Sol. 110 - " -+ o incoaculable
b n Soluciones
mis débiles -{- " -+ " "
0, 4+ - F . " "
i - + » -+ » " ,
Observacion de treinta Y cinco minutos
Actlia como citozima, en todas estas experiencias, ¢l
extracto alcoholico del corazon humano.
. Sero. de
m Cit, de corazén ' Sol. Plasma lun\nlur.nh:
L. de mono - 0‘](';{" T CE Ca de oveja
I 01 ee. - 0,5 ce. I cc. I ce. coagula 1”
2 Sol. 1/10 - . » 1307
O, 1100 4-. . ! o
] ' . 11000 + " 4 (‘(».nruln incom-
pleto 4’
5 . ' 1 10000 + M -+ " 5 codgulo incom-
pleto 267
6 " » o 1/100000 +- -+ “ »  Incoagulable
7 " o mas déh, - -+ . M "
s 1/100 -+ 4- . N
9 - + » |- » -
Observacion de currenta minntos
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Cit. de corazn , Sero.. de
R

1 0,1 ce. —+ 0,5 ce.
2 5 Sol 1/10 4 " -
3 , » 1/100 4~ » +
4 o ' 1/1000 4 " -+
5. . 1/10000 - . 4
6 . . 1/100000 4+ . -
7 . . 11000000 }- .+
s . 1100+ -~ 4
9 - + .t

Observacion de

Sol.
CIF Ca

o
)

)

’»

Plasma reoxalatado
de oveja §;1/3

ce. coagula 1

. . 1’30”
. 2
. A0
" o 407?
62’

. incoagulable

una hora y diez minutos

T. Cit.de corazon de vaca - \'fggul.?) + ()?ul(‘a
1 0,1 ce. + 05 ce. + 1 ce. g 1 ce. coagula 1’
2 y Sol 110 + . + ' ==, " 6’ 30"
=3 » e
b s “ 1’100 4+ o -+ - . 8" 45"
4 " 5 1/1000 —+ -+ £3 , precipit. gru-
= moso a los 45
5 5, L10000 -+ . 3 incoagulable
] , , mAas dé- =8
biles 4 4+ o .
7 - , 1100 + — + . Te oy, ”
8 - + + . § "
Observacion de dos horas treinta minutos
Sero. Plasma
o Cit. Higado de varias de oveja Sol. reoxal.
T. g + ! - 4
especies de peces sin : CI* Ca de vaci ,
diluir 1/1.3 i‘
L 0O.lece Sol. 11000 + 0,1 ec. 4+ lee. EZF lee. coagula 127 i
2 ” » " + - + I 3g'= " incoagulabl.
é —— + 01 cc. + T o “
Observacién de cincuenta y cinco minutos
|
De las experiencias descriptas, deducimos, que la afi- :

nidad especifica de cada uno de los elementos que entran
en la formacion del coagulo, sino existe en absoluto es
por lo menos muy pequeiia; las variaciones que se obser-
van débense mis 4 condiciones individuales y del mo-
mento del ensayo, que 4 las modificaciones que puecda

imprimir la especie. A. Sordelli y G. Fischer, dicen: «la




cantidad ¢ actividad de la serozima varia mucho de un

animal & otro (se refiere 4 las ovejas) y en un mismo ani-
mal tampoco es constantes. Traen estos autores una se-
rie de experiencias que comprueban sus afirmaciones y,
como se ve, se hallan de acuerdo con nuestro modo de
pensar.

Lia trombina tampoco parcce seguir las leyes de la es-
pecificidad. Se usé como trombina el suero de cobayo que
habia estado 48 horas en la heladera; luego su poder ha-

bia disminuido considerablemente.

Plasma reoxalatado y

T. Suero de cobayo + dilufdo de oveja 1j173

1 0,7 cc. + 1 ce. Coagulé

2 06, + M »

3 0,5 " -+ » »

4 04, -+ " "

5 03 + ” "

6 0,2 1 -+ ye ,,

7 0,1 “ -+ ' Incoagulable
8 005 + » »”

9 0,025 |, -+ .

”
Observacién de veinte y cuatro horas

No se pudo determinar el momento preciso del coagu-
lo porque después de observado cuatro horas consecutivas
¥y no viendo ningtn coagulo, se dejo el ensayo 4 la tem-
peratura de laboratorio y fué visto al otro dia & la misma
hora.

El suero de caballo obra como fibrinfermento en pre-
sencia del fibrinogeno de oveja, como puede verse al es-
tudiar la accidn de la Coagulasa Parke, David y Cia., que
no es mas que suero de caballo desecado; 0,5 ce. de esta

Cloagulasa coagula a 1 ce. de plasma reoxalatado y dilui-

do de oveja en una hora y treinta minutos,




|
|
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Hemos tratado de reemplazar el extracto organico, por
una substancia cuya composicion quimica fuera conocida
y sencilla; elegimos el alcobol etilico & 96°.

Sero. de Plasma

ey e ay

1 06 cc A4 05 ce. 1 e I oce. precipitado  grn-
noso i]lll\()d ato

2 05 I - " precipitado ¢
moso inmediato

3 nw 1 ) -+ » coagulo 4

1 Wk v . » 3’

] .+ " -+ , ” 3'30”

6 . + y -+ » » ,, 15

7 » - N incoagulable

8 o + . »

9 T -+ ) » “

10 - - -- s " .

Observacion de una hora

La accion del aleohol etilico es variable segiin la sero-

zima y el fibrindgeno empleado.

. Sero. de Piasma
T, Mi\i"‘ “‘;;’1"4, -+ caballo - ‘.':2”(‘:1 reoxalatado
ctilico a9t 15 S de cabullo 11433
10,1 ce. 4= 05 ce. 4 1 oee 1 ce. coagula 10’
2 ' 4 —— 4 » " incoazulahle
3 — —+ 0,5 ce. » o .
Observacion de dos horas
Al Sero. de . Plasma
. (It‘-“;xil:"‘}u!w‘, I caballo -+ (}T’"Ol(':a reoxalatado
ctifico 4 = 15 s de oveja 1,1}
1 0lece. -+ 05ce. + 1lee E®F 1 ce. coagula 6’
2 ' - —  + - B BT " incoagulable
. = I
3 — 4 0,5 ce. + » =3 > »
Observacion de una hora
Sero. de Plasma
. c”f.‘(l:co,’.:(’('“.,, -+ cabalio - (‘T&Jul‘.}u reoxalatado
teo & HY 15 < - de vaca 1,1/
I Olee. 4 OHce. - Lee EPF 1 ce. coagula 10
2 . 4 —- qlt » iSF o incoagulahle
3 — -+ 0,5 ce. T =] " ”

Observacion de 40 minutos
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Sero. de : Plasma
T, otﬁi‘furl’olﬂf"' -4 oveja - (.;”‘I:, reoxalatado
oA 15 a. de vaca 1/1/3
L 0lee. 4 0O5ece. 4 1 ce. 1 ce. coagula TS
2 » -+ - 4 " . incoagnlable
3 -k opee + o BEx ,. ,

Observacion de dos horas

" Alcohol . Sero. Sol. Plasnia

I w0 = humana g2 (0 reoxalatado
etilico a 960 15 CE Ca. de oveju 113
1 Olee. 4 05Hece. + 1 ce 1 ce. coagula 130"
9 - . . incoagulable
B -+ 05 ce. - » ,, ”»

Observacion de una hora y treinta minutos

Se objetd 4 estas experiencias que probablemente exis-
tia en la serozima, trombina que se activaria en presen-
cia del alcohol; para contestar 4 ella se tratd de reacti-
‘ar la trombina por el procedimiento de Schmidt, y no
pudimos obtenerla.

Se penso que el aleohol etilico actuaria sobre alguna
citozima inhibida por la accién de ia serozima concentra-
da; para poner en claro el grado de verdad de este modo
de pensar, hicimos lo siguiente: tratamos la serozima por
el Cter, después de extraer el éter se vuelve & agregar
nueva cantidad de ¢él; esta operacion se repite durante
cuatro veces y la serozima se diluyod al quinto como en

las demds experiencias.
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Sero .

Alcohol oveja Sol },)i‘l’]‘\“]‘l"‘
T. etilico -+ agotado - 1 Ca R

4 960 por el g
1 41 ec precipit. gramoso i los 35/
2 + . coagula en
3 + . " 3
4 + [
5 + woow ¥
6 + . oo B0
T 4+ L BBY
8 + incoagulable
9 + . .
10 T .
1 + . "

Observacion de dos horas

El alcohol metilico actha como el alcohol etilico.

La glicerina no actia como citozima & pesar de las di-
ferentes cantidades que hemos usado y después de una
observacion de 24 horas.

Hemos estudiado otras substancias como el acido aceé-

tico, pero conclusiones definitivas no las pode cos hacer

por ¢l momento.

Jor Plasma
m Aleohol ‘!7‘3':;')‘; o Sol. reoxal.
metflico : 1/,-,J TC1” Ca de oveja
‘ 1173
I 05 e¢c. 4+05ce. -1 ce. . lece. precipit. grumoso 4 los 7'
2 04 S -+ =8 " coagula en ¢
803 4+ 0+ 0 EF wow
ro02 ., + ., 4+, £2  » P
S T I B t q
6 0,06 , + -+ 5= . incoagulable
70025, + 0 0 ZF
8 -— 4 0+ ) EE o .
9 0,2 + —  + e ” ”

Observacion de tres haras

Kl alcohol etilico actia como citozima seetin se dedu-

ce de las siguientes experiencias:
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I 1 ce. Plasma oxalatado de
oveja ... .
2 R Plasma  reoxalats
y diluidoovejal 1,3
3,  DPlasma reoxalatado
de oveja 1/1°3.. ... -1 ce. Nol. ]2
4 1 Plasma  reoxalatado
de oveja 1.1
5 ., Plasma reoxalatado
de oveja 1/1/3 .... -+ 1 ce. alcohol etilico a 960, .

Tucoagul.

s R A
cohol etitico & 96°

6, Plasma oxalatado de
OVeja L. + . - by ey e e .
Observacion de veinte y cuatro horas
T,
1 I ce. Plasma  reoxalatado Sol. Ale. et.
de vaca 113 = 1 oce. Q12 Ca -+ 4 96° 0.1 ce. incoagul.
2 ,,  Plasma reoxalatado -
de vaca 1/1/3 -+, . 4+ — —

Observacion de diez horas

Creemos poder contestar & las dudas que pudiera abri-
garse, con respecto & las impurezas del alcohol cmpleado;
con las siguientes experiencias: se tomd 10 c. ¢. de alco-
hol & 96° y se evapord, colocando durante 24 horas 4 la
estufa & 37°; luego se recogio el residuo en 5 e. c. de suero
fisiologico.

La cantidad de liquido empleada vario entre 0,7 c. c.
Y 0,1 c. c. y no se obtuvo el codgulo & pesar de 24 horas
de observacion.

Sirvio de control 5 c. ¢. de extracto alcohodlico de cora-
zon de vaca.

Las suspension en suero fisiologico tenfa un poder muy
intenso como citozima.

Por otro lado se trabajo con alcohol etilico hallado en

diferentes envases, en lugares distintos, marcas de fabri-
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cas diversas y no se hallo diferencia notable en estas
observaciones.

Vemos por las experiencias estudiadas mis arriba. que
la curva grafica seguida por las cauntidades de alcoliol
otilico como el metilico es parecida & la que se obtiene
con la citozima de vaca. La cantidad maxima con que
coagula el sistema, en menos tiempo, oscila alrededor
de 0,3 c. ¢.; por encima y por debajo de esta cantidad el
tiempo del cofigulo aumenta, hasta agotarse rapidamente.
Esta propicdad, corresponde & lo que Nolf Hamd subs-
tanecias de acciones tromboplasticas.

La experiencia que pasamos & describir trata de con-
firmar lo que hemos anotado mas arriba. Se tomd 5 c. c.
de extracto alcohdlico de corazom de vaca se colocd & la
estufa durante 24 horas y el residuo se recogio en d c. c.

de suero fisiologico.

Plasim

. Uit. de vaca suspendid: Sero. Sol.

T l::udgu:‘l"‘(: lli:ft;l%(;{licu = ”\V{E:L (J?'(lu. j

1 04 cc. 40,0 ce. 4+ 1 ce . Incosenlable

2 03 4+ -+ Coag. peq. 30
3 02 ,, + -+ Codgulo 9’
+ 0,1 O » i
5 0,1 Sol 12 -+ -+

6 01, 175 + + .

7 01 . , 110 -+ 4+,

8 01 . oo 1100 + . A .

9 0L . o100 4 .+, .
10 0,1 ,, 1/10 -+ — =, Incoaculable
oot . oo 4 — 4
12 —— -4 0,5 ce. + 1 ce. 2 "

. Observacion de dos horas

Hemos buscado si el cloruro de calcio era indispensa-

ble enando el alecohol acitta como eitozima: para esto
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tomamos 10 ¢. e¢. de serozima de oveja y agregamos
0.6 ¢. ¢. de Ia solucion de oxalato de sodio (10 = de
oxalato de sodio, 4 Y/, cloruro de sodio): en esta forma
hay un ligero exceso de oxalato. Sacamos 0,5 c. c. de
esta mezcela para la experiencia principal y 0,5 ¢. ¢. para
la experiencia control. Se agrega 1 c¢. c¢. de serozima
dilufda y 0,1 c. c. de la solucion de oxalato de sodio. Asi
se sigue hasta terminar. Representamos con las letras

S. 8. 0, las soluciones que hemos descripto.

8800 Suero

T Aleohold 930 5 oveja " fisiologio o u\‘é_‘ia
1 0,2 ce + 05¢ce. 1 -+ 1,5 e 1 ece. Coagula 10°
2 ; T BT
3 . “+ ., 3 + . " o 10’
1 » + ., 4 r " - 10°
5 y + o, b+ ) " 10
6 (it. de vaca =
1/100 0,1 ce. + . 1+ " = 4 Incoaculable
7 .- = o 2 4 » g o
8 » R e ” = -
Y " + . 4+ » ] -
10 » + . b+ " g ) ),
Sol. CFCa =
11 -+ Sero 1,5. =
sin oxalato -+ 1 cec. g " Coagula 37
Aleohol 4 96» - ]
12 0,2 ce. + » + " 5 ” ” 3
Snero 3
fisiologico =~
13 W + . 4+ Lpee g »o 10
14 o + = = —— g " Tncoagulable
Sol. Cita. &
15 . + 4 lee o= .
16 Cit. de vaca
1/100 0,1 ¢e. -+ - 4 » ,
17 —— -+ Nero 1/5
sin oxalato + Y " ,
1 — - " » M »

Ohservacion de dos horas

Por las experiencias que anotamos se puede ver, que
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al pequefio exceso de oxalado de sodio no impide la
accion del alcohol etilico &4 96°. Pero el tiempo del

coagulo se retarda.

Alcohol Plusulm
coho Sero. de Sol. de oxalal reoxalu-
T. ”:‘g";’.? oveja 15 T+ de sodio to den/:;i'oem
1/3

1 02cc. + 0,5ce. -+ 0,1cc. Sol. madre di- m 1ecec. coagula 10’

luido al 1/100 52
2 . -+ ' -+ 0,1 cc. Sol. madredi- £2

luido al 1/10 S ” 28’
3 - -+ . -+ 0,1 cc. Sol. madre di- ;‘E
4 " -1- " —+ luido al 1/5 g% " 1h.
5 4 + a -+ 0,2 cc. S, incoagulable
6 ' + ” -+ Mayor cantidad ga v '
7+ + — SE
8 " -+ . -+ — < E ., coagula 10’
9 — + . -+ — K ' incoagulable

Observacion de dos horas

Lo que deducimos, dentro de las teorias de Fuld, Spiro
y Morawitz, el alcohol actiia como una tromboquinasa,
solo se diferencia de los extractos alcohodlicos de d6rganos,
en que el calcio que necesita los saca problamente de los
compuestos organicos no precipitables por el oxalato de
sodio; la gran cantidad de oxalato detjene la reaccion. La
solucion madre de oxalato de sodio emypleada, es la co-
min, 10 %, de oxalato de sodio y 4 ¢/, de cloruro de
sodio.

Segtn los conceptos de Howell, el alcohol tiene una
accion tromboplastica, es decir neutraliza 6 destruye la
anti-trombina del complejo protrombina - antitrombina,
dejando en libertad a la protrombina actuar sobre el fi-
brinbgeno, para formar el coagulo.

La fibrina obtenida con alcohol, comparada con la nor-
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mal de la oveja se comporta de igual manera en presen-
cia del iodo y las soluciones de cloruro de sodio. Al mi-
croscopio la red de fibrina conseguida por intermedio del
alcohol es mas fina que la fibrina de la oveja.

No hay retraccion del codgulo en las experiencias en

que el alcohol actia como citozima,







REAUGION DEL KLINGER E. MIRSCHFELD

La técnica de esta reaccion es sencilla y consiste en
obtener 5 elementos: 1.9, la citozima; actiia como tal el
extracto alcohélico de corazén de vacay puede ser reem-
plazado por un antigeno. Se debe conocer el poder de dicha
citozima lo que se hace segin la técnica ya mencionada.
2.% la serozima: esta substancia se prepara partiendo del
plasma oxalatado. Kl plasma oxalatado se obtiene agre-
gando 4 10 c.c. de upa solucion de 10 %0 de oxalato de
sodio y 4 9/, de cloruro de sodio; 90 c.c. de sangre de
oveja 6 cabra recogida por puncion venosa de estos ani-
males, El Hquido asi preparado se centrifuga dos ¢ tres
veces hasta conseguirla incolora 6 ligeramente amarilla.

Scagliamo, usa los envases parafinados; A. Sordelli y
G. Fischer anotan qus es suficiente ir mezelando la san-
gre & medida que cae en la solucion de oxalato. A 10 c. c.
del plasma oxalatado se agrega 1,2 c.c. de cloruro de

calcio al 1 ), se deja 15 minutos & la estufa 4 37°. Se
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exprime el codgulo. Kl suero se vuelve colocar a la estufa
durante una 6 dos horas, luego se diluye al quinto en
suero fisiologico y usase una hora después de preparado.
3.% hay que tener & mano una solueién de cloruro de cal-
cio al 59

cion de cloruro de calcio al 1 Y

hecha del modo siguiente: 5 ¢.c¢. de la solu-
, Se agrega 100 c.c. de
suero fisiologicor 4.2, ¢l fibrinégeno: actia como tal el
plasma oxalatado & la que ha agregado un volumen de la
solucion de oxalato de sodio y 3 voltimenes de suero fisio-
logico. 5., el suero del enfermo inactivado, & 58° durante
dos horas.

Para la reaccion se coloca: 0,1 c.c. de suero del en-
fermo —- 0,1 ¢. c. de la solucion de citozima que corres-
ponde; se deja en reposo, durante una hora 4 temperatura
de laboratorio; luego, se agrega 4 cada tubo 0,5 c.c. de
la solucion de serozima al quinto, y 1 c.c. de la solucién
de cloruro de calcio; se deja 15 minutos en reposo & tem-
peratura inferior de 25° y se agrega rapidamente 1 ¢. c.
de la solucion del plasma reoxalatado que actia como fi-
brinogeno. Se observa el momento del codgulo inclinando
cada cierto tiempo el tubo y anotando el momento en que
se produce el coagulo. Se hace tres controles uno de cito-
zima, otro del suero y otro de serozima.

Las soluciones de citozima usadas son al 1/40, 1/80,
1/160, 1/320. Se considera la reaccion positiva cuando

el coagulo se produce después de los 10 minutos.
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. Slllem ) Sero. Sol Plasma tesultado

T del . Citozima oveja - 0 reoxala- .
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0,1 ce. 40,1 ce. ol 140 gg O5ce. 41 ce. _F 1 ec. no (:oug.!('oug:
le. — j— . . 0 =2 i ) §§ \. c. en lll.l de 8
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2 e + . v "’;, w T+ . EF ., coenm. de3
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Copiamos las observaciones hechas por nosotros el dia

29 de Diciembre de 1

Citozima  Knfermo cama
coraz. de vaca 4 s
Sol. 1 40 s
" ,
) )
» )
Coutrol de Citozima . ... ...
v ;. Suero. ..
" Sevozima, .. ...

Oit. corazon Enfermo (ama

de vacs - 5
Nol. 1/80 ” "
" ”
“ »
n »
” »
Al . o "l P
Control de citoziwma, . ... .. .

Cit. corazon Enfermo Cama

de vaca . )
Nol. 1/160 " “
” ”
. o
» »

Control de citozima, ... ...

916.

17 Suero sanguineo Coagnld en 3’
22 3
2 - o . » 3,
2'-: " " ' M 3
25 s . » coagulé
27 . . Coagnld en 13
. Liquido céfalo-raquideo » . 3
26 . pleural . ) B
....................... . . . Iy
..................... Iicoagulable
—_—
17 Suero sanguineo Coagulé ¢’ 30"
Py * 3
22 " . ” »l’ 30
26 n s - -
25 . “ No coagulé
27 " Y »
3. Liquido céfalo-raquideo Coaguld en 4’
26 ' plenral " 5 4
0
P, . 2
17 Nnero sanguineo Coaguléd 6" 30"
22 " . G
26 . 4" 30"
25 o No coagulé
27 . "
S. Liquido céfalo-raquideo Coagulé en 5’
26 o plenral ) 430"
............. . ' 8
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Cit. corazén Enfermo cama 17 Suero sanguinco Coagulé en 7
de vaca ) 5, 22 - 5 )
e : 2
Sol. 1/320. " . 26 " L a6
“ w25 5 No coagulé
o7
» » 2 . P . » » .
,» S. Liquido céfalo-raquideo Coaguld en 6’
o , 26 . pleural )
Control de citozima.. ... ..oouuiuiine . " ot

Los enfermos pertenecen a la sala primera del Hospi-
tal Pirovano. Los enfermos que ocupan las camas 25y 27
dan reaccion de Klinger ¢ Hirschfeld positiva que con-
cuerda con las Wassermaun y con los antecedentes clini-
cos. Ademas de los casos anotados tenemos 35 reacciones
hechas en suero-sanguineo de enfermos, sifiliticos y no
sifiliticos y solamente dos casos; los enfermos 709 y 711
del consultorio externo de piel del mismo hospital, pre-
sentaban un chancro en el miembro, muy reciente y con
ganglios poco marcados; la reaccion de Klinger ¢ Hirsch-
feld, fué positiva y la Wassermann, negativa.

Con el seiior P. Coronel publicamos 20 observaciones
de la reaccion de Klinger é Hirschfeld de los cuales; la
observacion VI es una manifiesta heredo-sifilitica y la
observacion XIV, con un chancro tipico ulcerado y ade-
nopatia inguinal en que la reaccion de Wasserman fué
negativa y la Klinger é Hirschfeld positiva. En los demés
.casos concucrdan las dos reacciones. Fuera del suero-
sanguineo hicimos la reaccidon en un caso de liquido
pleural; sala primera, cama 26: en el liquido articular
observacion XIX, de la publicacion antes anotada. En

ambas las dos reacciones estuvieron de acuerdo. Ademas

hay dos observaciones; un liquido ascitico del enfermo

P




sala 1%, cama 23, ambas reacciones fueron positivas. I.a
observacion XII, también liquido ascitco, la reaccion de
Klinger ¢ Hirschfeld fué negativa y la de Wassermann,
positiva; en el suero-sanguineo de este mismo L‘llfel'll].()
ambas reacciones dieron resultado negativo.

En el liquido céfalo-raquideo, le 10 paraliticos gene-
rales, cedidos por el profesor Borda y el Dr. Rossi del
Hospicio Nacional de Alienados; la reaccion de Klinger
¢ Hirschfeld resulté negativa y la Wassermann, franca-
mente positiva. Dos observaciones nuestras hechas en
lignido céfalo-raquideo ambas reacciones estuvieron de
acuerdo.

El Dr. Borzone, nos ha facilitado 133 observaciones,
en las que encontramos 9 casos discordantes entre la
reaccion de Wassermann y las reacciones de Klinger 6
Hirschfeld. Tres de estas 9 observaciones eran sifiliticos
con infeccidn primaria de fecha reciente; uno, sifilitico
antiguo intensamente tratado; en otras tres observaciones
eran clinicamente sifiliticos y solo en dos easos se tratd
de un neoplasma de estOmago y una litiasis biliar sin
antecedentes luéticos. Las Wassermann, dadosas 6 débil-
mente positivas fueron suprimidas de uunestras obser-
vaciones.

Sumando nuestras observaciones, con las publicadas
por nosotros y P. Coronel con las cedidas por el Dr. Bor-
zone, tenemos 193 casos y que solo 13 son discordantes

con la Wassermann y que hacen un porcentaje de 6,73 ¢/

de discordantes; lo que concuerda con los trabajos de
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A. Sordelli y G. Fischer, que obtiene 6,7 Y de discordan-
tes, Eincontramos entre los casos discordantes que 1,03 Y/,
corresponde 4 Wasserman, negativas y Klinger é Hirsch-
feld, positivas y que clinicamente no eran sifiliticos. Kl
resto la constituyen sifiliticos comprobados con Wasser-
mann, negativa y Klinger é Hirschfeld, positivas; de las
cuales 3,11 °/, corresponde 4 su periodo inicial y el
resto 2,59 Y/, corresponde a otros periodos.

Jomo se puede deducir, la reaccion de Klinger ¢é
Hirschfeld no tiene valor en los liquidos céfalo-raquideos,
por no hallarse cn ellos la anticitozima. En los demas
liquidos del organismo no se pueden sacar conclusiones

porque la cantidad de reacciores fueron muy pocas.




GONCLUSIONES

1. La coagnlacion sanguinea es un fenémeno_ com-
plejo, en que la Wltima palabra no esta dicha, pero, las
teorfas que actualmente estan en boga, son las de Fuld,
Spiro y Morawitz, Nolf y Howell.

2. La especificidad de los elementos que entran en
la coagulacion sanguinea, es muy relativa, y depende mas

o] B ? .
bien de variaciones individuales que de la especie a que
pertenecen.

3.2 Los extractos de algunos invertebrados, actian
como citozima.

4. Kl alcohol etilico & 96° actiia como una citozima.

5.2 Se diferencia, la accion del alcohol etilico & 96°
de los extractos de organos en que actiia sin necesidad
de sales de calcio precipitables por el oxalato; pero un

gran exceso de esta sal detiene el coagulo.

6. Obran como citozima no solo los extractos de or-
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ganos, lipoides, sino que lo hacen tambien substancias que
no estan colocadas en estos grapos.

7.2 Los métodos para determinar el momento del coi-
gulo, que sea practico existen varios, pero ninguno resiste

a las objecciones de orden tedrico.
8.2 La reaccion de Klinger ¢ Hirschfeld debe hacerse
conjuntamente con la Wassermann Yy con alguuos de los

procedimientos de precipitacion, para asegurar asi, la sos-
pecha de una afeccion sifilitica.

9. La reaccion de Klinger é Hirschfeld es mAs pre-
coz que las reacciones de ‘Wassermann, Gordon y Ubel, y

algunas veces que la linfocitosis.

10.2 Kl liquido céfalo-raquideo no sirve para hacer
la reaccion de Klinger é Hirschfeld.

ApoLro BERGMAN

Abril de 1917,




Buenos Aires, Abril 9 de 1917

Nombrase al sefor Consejero Dr. Marcial V. Quiroga, al
profesor titular Dr. Pedro J. Pandoy al profesor suplente doe-
tor Rodolfo Rivarola, para qué, constituidos en comision re-
dictaminen respecto de la admisibilidad de la presente

visora,
art. 4.0 de la «Ordenanza sobre exé-

tesis, de acuerdo con el

menes».
K. BAZTERRICA
J. A. Gabastou

Secretario

Buenos Aires, Abril 16 de 1917.
Habiendo la comision precedente aconsejado la aceptacién

de la presente tesis, segin consta en el acta numero 3230 del
libro respectivo, entréguese al interesado para su impresion, de

acuerdo con la Ordenanza vigente.

K. BAZPERRICA
J. A. Gabastou

Secroturio
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