MECANISMO DE DESTRUCCION DE LOS
ERITROCITOS.

LA HEMOLISIS INTRAVASCULAR

Manuer Cuapra®

El mecanismo de destruccién fisiolégica de los eritrocitos es un proble-
na antiguo que pese a los desvelos de innumerables investigadores,
permanece aun sin una clara solucién. Tres son las teorias que tratan
de explicarla: 19 La teoria de la fragmentacion; 2% La teoria de la eri-
irolagocitosis; vy 3% La teoria de la hemdlisis. De las 3, la que cuenta
con el mayor numero de adeptos es la primera v se basa en las inves-
tigaciones de Rous y Robertson (1), (2), (3), robustecidas con los
trabajos de Doan y Sabin (4) v de Cooley y Lee (5). Sin embargo,
en condiciones paloldgicas salen a la vista solamente los ofros dos
mecanismos: mieniras son evidenles los {endémenos de erilrcfagia v de
hemdlisis intravascuiar, no se conoce un tipo delinido de anemia he-
molilica en la que la destruccion eritrocitica fuera por fragmeniacién:
ial vez Ja anemia eritrobldstica pueda serlo (5).

En lo presenle comunicacién vamos a ofrecer una nueva prueba
en favor de la teoria de la hemdlisis intravascular v es la siguiente:
El fendmeno de la hemoalisis lo entendemos como el desdoblamiento
del eritrocilo en sus dos componentes fundamenlales: el estroma vy la
hemoglobina; en el organismo cada uno de estos componenies sigue
por separado un proceso ullerior de desiruccién; mientras que el des-
iino de la hemoglobina liberada estd al presente casi {otalmente cono-
cido, nada se sabe acerca del deslino de los esiromas; pues bien, va-
liéndonos de un método original de coloracién de estrormas en extensio-
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nes de sangre (6), (7) y de otros medios de examen mds 0 menos
conocidos, hemos podido encontrar eslromas en la sangre de sujelos
normales (hemélisis intravascular fisioldgica) y en la de pacientes
afectos de diversos tipos de cmemia hemolitica (hemdlisis intravascu-
lar patolégica). Eslos estromas tienen indudablemente un origen co-
mun con la hemoglobina libre del plasma normal (8) y con la cono-
cida hemoglobinemia de los procesos hemaliticos agudos. La presen-
cia de esiromas y de hemoglobina libre en la circulacion abonan por
cierto en favor de la hemdlisis intravascular como mecanismo de des-

truccion.
MATERIALES, METODOS Y RESULTADOS

Se ha hecho un esludio de eslromas liberados por hemdlisis in vi-
tro y por hemdlisis in vivo (hemdlisis intravascular). La hemdlisis in
vitro fue provocada por diversos agentes y procedimientos y los estro-
mas resultantes fueron examinados tanio en fresco (campo oscuro)
como en exiensiones coloreadas con un método especial (6), (7). Po-
ra emplear este método de coloracion es necesario remover previamen-
te la hemoglobina disuelia derivada de la hemdlisis mediante lavados
reilerados con suero fisiclégico y centrifugacion (la hemoglobina ocul-
la ¢ los estromas en las extensiones de sangre); el sedimenlo resullan-
te se redisuelve en el plasma o en el suero de la misma muestra de
sangre; con esle producto se hacen las extensiones destinadas a la bus-
queda de estromas.

Los estromas provenientes de hemdlisis in vivo o hemdlisis intra-
vascular, fueron examinados en exlensiones de sangre directamente
lomadas del dedo de sujetos normales, del dedo de enfermos con cme-
mia hemolitica de diversos tipos, v de la oreja de animales de expe-
rimenlacién. También se empled en algunos casos la remocién previa
de la hemoglobina en muestras de sangre iomadas de la vena.

HEMOLISIS IN VITRO
l.— Herdlisis por agua des{ilada:

El procedimiento clasico de provocar hemdlisis se logra mezclando san-
gre con agua destilada (lacado de [a sangre). Aunque algunos autores creen
todavia que” en tal circunstancia estallan los eritrocitos, es sabido que Uni-
camente se produce la salida de la hemoglobina; ésta se disuelve en el liqui-
do circundante y los estromas quedan suspendidos y contintian conservando
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su estructura globular; el proceso es reversible en cierto grado, esto es que
lJa hemoglobina puede, bajo condiciones especiales, reingresar a los estro-
mas (Brinkman, R. y Szent Gyorgi, citados por Isaacs (9); Rockwood (10)
y otros). Sin entrar en detalles apuntaremos solamente algunos hechos sal-
tantes: le hemolisis tiene sus grados que van desde las leves pérdidas de
hemoglobina hasta su total )iberacion, quedando los estromas como glébulos
blancos; esta gradacion depende de la proporcién entre el agua destilada y
la muestra de sangre o de globulos y de la tendencia del plasma o de la he-
moglobina liberada de oponerse a la hemolisis. La observaciéon en campo 0s-
curo de la sangre lacada es demostrativa de gue los estromas conservan to-
dos sus atributos de elementos globulares, tales como: la forma, la tension
y etasticidad de sus paredes, que les permiten deformar a los hematies que
chocan contra ellos o recuperarse de las deformaciones que en tales circuns-
tancias ellos experimentan; otras veces se advierte gran hipotonia de sus pa-
redes, esto es que se deforman con gran facilidad y recuperan su forma re-
dondeada perezosamente. Si la sangre lacada se centrifuga, a 3000 revolucio-
nes por ejemplo, al fondo van los eritrocitos no hemolizados y los parcial-
mente hemolizados (hipocromia artificial); los totalmente o los casi totalmen-
te hemolizados quedan suspendidos en el liquido rojo sobrenadante, lo cual
se demuestra observando en campo oscuro o coloreando con la mezcla Leish-
man-agua destilada una extensién dada (técnica en el parrafo N° 15). Por
lJacado y centrifugacion repetidos con agua destilada se llega a obtener un
residuo blanco, en grumos, constituido por estromas; si se le redisuelve en
plasma o suero sanguineo ¥ se realizan extensiones gue luego se colorean
con nuesiro método, se encueniran abundantes estromas. Si extensiones del
sedimento de una muestra de sangre lacada se colorea con nuestro método,
se obtiene una mezcla de glabulos rojos normales, glébulos rojos hipocro-
micos y estromas, dependiendo la proporcién relativa de cada uno de ellos
del grado de la hemolisis.

2.— Hemolisis por solucién hipertonica de cloruro de sodio.

Las soluciones hiperténicas de cloruro de sodio también determinan he-
molisis; en este caso igualmente se produce Unicamente el escape de la he-
moglobina y los estromas contintan conservando sus propiedades de elemen-
tos globulares. Coloreando con nuestro método extensiones hechas del se-
dimento se encuentran abundantes estromas mezclados con hematies.

3.— Hemolisis de eritrocitos de carnero por suero hemolitico anticarnero de
conejo.

Hemos aprovechado de la reaccién de fijacién del complemento de Wa-
ssermann para la lies. Centrifugado el tubo donde se produce hemolisis
(reaccion negativa) y extendiendo y coloreando el sedimento con nuestro
método se encuentran abundanie estromas (foto N¢ 1). Haciendo la misma
operacion con tubos donde no hay hemolisis (reaccién positiva) se encuen-
tran abundantes hematies no hemolizados (foto N© 2). Las reacciones de Wa-
ssermann débilmente positivas 0 moderadamente positivas, proporcionan
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Foto 1.— Reccidon de Wassermann negativa (hemolisis completfa).
Hay ausencia de eritrocitos y todas las imagenes redondeadas
. corresponden 2 estromas.

2

Foto 2.— Reaccién de Wassermann positiva (ausencia de hemalisis).
Abundantes hematies no hemolizados y ausencia de estromas.
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mezc)as de hematies y estromas predominando uno u otros segin la tenden-
¢ia dominante de da reaccion.

4.— Hemolisis de eritrocilos de cobayo por suero hemalitico anticobayo de
conejo.

Mezelando eritvocitos de cobavo con suero de conejo anticritrocilos da
cobayo preparado segun la téenica de Darmeshek y Schwartz ((1) se produce
hemolisis. Coloreando can nuesiro método extensiones de) sedimento se¢ en-
cueniran abundantes estromas mezclados con hematies.

S.— Hemolisis bacteriana.

Es sabido que la sanave dejada a la intemperie se hemoliza en pocos dias
por accién de bactevias saprofitas. Coloreando extensiones del sedimesnto

Foto 3.— Hemdlisis por bacterias saprofitas. Abundanfes estromas
de diferentes tamafios y fonds. En el angulo supevior y derecho
delimitados por una lines guebrada, un grupo de )1 hematies no
hemolizados. Las imagenes intensamente negras corresponden
2 0rganismos saprofitos.

con el método ya senalado sc encuentiran abundantes estromas, hemalies y
bacterias. (foto N@ 3).

Cuando se congela una 1nuestra de sangre en Ja camara de congelacion
de vna refrigeradora y luego se lleva a Ja intemperie, se produce la descon-
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gelacién y simultaneamente intensa hemélisis. Por coloracion de extensio-
nes del sedimento se demuestra la presencia de abundantes esiromas.

7.— Hemolisis por agitacion con perlas de vidrio.

La agitacion de una muestra de sangre con perlas de vidrio determina
hemolisis coma bien es conocido (Meltzer y Welch) (12). Con nuestra téc-
nica de coloracion se demuestra la presencia de abundantes hematies, abun-
dantes estromas: enteros unos y desgarrados otros, o convertidos en hilachas.

v

8.— Hemdlisis por pasaje forzado de sangre a través de un orificio estrecho.

Si se perfora la piel del pulpejo de un dedo con una aguja finisima y se
exprime con violencia el dedo, la sangre al salir se hemoliza en parte; en
efecto, coloreando las extensiones respectivas se ve una mezcla de hematies
normales, estromas, una gama de estudios intermedios (sombras globulares)
y hemoglobina libre.

9.— Hemolisis en camara humeda.

Dejando una extensién fresca de sangre en camara humeda (una caja
de petri con papel de filtro embebido de agua destilada en el fondo) durante
24 horas. se produce la hemdlisis de gran parte de los eritrocitos; en efeclo.
coloreando la extensién se encuentran abundante estromas bajo la forma de
djscos intensamente coloreados.

10.— Hemolisis por presion entre portaobjetos y cubreobjetos.

Si se cbserva detenidamente al campo oscuro una hequena gota de san-
gre enlre portaobjetos y cubreobjetos, en los espacios negros intereritroci-
tarios se llega a ver globulos de paredes muy tenues, como pompas de jabon;
estos globulos al ser movilizados por ligeras presiones sobre el cubreobjetos
chocan contra Jos hematies deformando a estos; probablemente Fahraeus, ci-
tado por Rosenow (13), vio estos mismos elementos. Eslos globulos corres-
ponden a estromas y no son visibles con microscopio corriente. Su cantidad
aumenta enormemente al presionar fuertemente el cubreobjetos contra el
portaobjetos, pues en tal circunstancia se hemolizan gran cantidad de eri-
trocitos. Vintschgan, citado por Meltzer y Welch (12), también los produjo.

11.— Hemdlisis por calentamiento.

Calentando sangre en bano de Maria (lo hicimos a 569 durante una ho-
ra), se obtiene hemodlisis intensa (Ham y colaboradores (14) ). Se encuen-
tra gran cantidad de estromas de diferentes Lamanos (esquizocitosis) y es-
tromas dando insercién a filamentos (medusas), coloreando extensiones del
sedimento con nuestro método.
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12.— Hemolisis por azul de cresi) brillante.

Si se disuelven pequenos cristales de azul de cresil brillante en unas
cuantas gotas de sangre y luego se preparan extensiones y se colorean con
nuestro método, aparecen regular cantidad de esiromas; si la sangre contie-
ne abundantes reticulocitos apareceran muchos estromas con reticule en su
interior; estos reticulocitos sin hemoglobina que muy probablmente se for-
man in vitro fueron considerados de formacion intravascular y comparados
por Lee, Minot y Vicent (15) a los “‘cuerpos” descritos por Rous y Robert-
son (1). Si la muestra es lipémica (lipemio postprandial o lipemia endbge-
na) aparecen muchos cuerpos selenoides con reticulo en su interior; estos
elementos y los anteriores fueron también erréneamente interpretados por

Th. Eilers (18).
13.— Hemdlisis por anticoagulante de Wintrobe.

Las extensiones de sangre tomadas en oxalato 0 en anticoagulante de
Wintrobe (17) y coloreadas con nuestro método contienen mayor cantidad
de estromas que las extensiones tomadas directamente del dedo. La cantidad
de eritrocitos hemolizados es tan bajo que no llega a encojecer el plasma.

14— Hemolisis al extender sangre en portaobjetos.

Coloreando con nuestro método extensiones corrientes de sangre se en-
cuentran estromas en cantidad variable y segiin la zona de la extension; es
sobre todo en la zona final donde se encuentran estromas en gran parte des-
garrados conjuntamente con hemoglobina Jibre. (Estos estromas desgarrados
de la zona final se ven mejor coloreando la extensiéon con la técnica descri-
ta en el parrafo N© 15). También es frecuente encontrar en la primera zona,
o zona del plasma estromas bajo la forma de discos, aislados o mas frecuen-
temeunte en grupas; y en las zonas centrales de la extensidon estromas escasos
o muy frecuentemente numerosos, dispuestos en faja que recorre varios cam-
pos microscopicos.

Nosotros sorprendimos en una oportunidad el fendmeno: en una cxten-
sion humeda que observabamos al microscopio desaparecid un eritrocito, mar-
camos el sitio y después de colorearla con nuestro meétodo encontramos un
estroma (disco) en su lugar; la hemoglobina que salid del eritrocito no fue
visible.

Si la extensiéon de sangre se realiza en portaobjetos calientes se produce
intensa esquizocitosis, transformaciéon de hematies en bandas o filamentos y
marcada hembolisis; los reticulocitos no son generalmente afectados por la in-
juria térmica.

Si se practican extensiones de sangre cargada de lipidos (Jipemia post-
prandial o lipemia enddgena) se produce intensa hemolisis; pero, en este ca-
so, 105 estromas no se nos presentan como discos sino como medias Junas o
“cuerpos selenoides” como llamamos nosotros (6), (7); la hemoglobina que
salié del eritrocilo no es visible al microscopio o algunas veces se Ja ve co-
mo una mancha rojiza muy tenue. Los veticulocitos no escapan a este tipo
de hemdolisis.
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15.— Hemolisis de sangre seca.

Sj se vierte sobre una extension seca de sangre: agua destitada, suero fi-
siolégico, plasma o suero sanguineo, se produce la desaparicién y aparente-
mente la eliminacién de la capa de sangre; en realidad se produce solamen-
te una hemdlisis, la hemoglobina es liberada y arrastrada por el liquido Yy
los estromas quedan adheridos al vidrio; efectivamente coloreando con nues-
iro método esta capa residual se constata estar constituida por estromas.
Sabemos que vertiendo alcobol (etilico, metilico, etc.) sobre una extension
de sangre se produce fijacion y no hemdlisis.

Como una variante de lo expuesto, nosotros producimos hemélisis y co-
loracién simultdnea de estromas, cubriendo una extensién seca de sangre
con una mezcla de colorante Leishman y agua destilada en la proporcién de una
gota por das, respectivamente, durante dos horas; en lugar de agua destilada
se puede usar “agua hemoglobinosa” (6) (7); la hemoglobina se va y quedan
los estromas bajo la forma de discos rojos granulosos. Si la muestra de san-
gre es lipémica (lipemia enddgena o lipemia postprandial) también aparecen
coloreados las *‘cuerpos selenoides” (7).

HEMOLISIS IN VIVO

1.— Investigacion de estromas en sujetos normales.

Examinando al campo oscuro sangre normal entre portaobjetos y cubre-
objetos, siempre se llega a encontrar numero variable de estromas en los
espacios negros intereritrocitarios; dijimos que la presion del cubreobjetos
contra el portaobjetos aumenta su niimero.

Centrifugando sangre tomada en anticoagulante de Wintrobe (17) y exa-
minando el plasma sobrenadante, ya sea al campo oscuro o por coloracion de
exlensiones de ella, se encuenira abundantes plaguetas, escasos hematies muy
hipocrémicos y escasos estromas. Sabemos que por centrifugacién los he-
maties hipocromicos, los reticulocitos y los estromas se disponen en las ca-
pas superjores en virtud de su menor densidad y que los hematies intensa-
mentie cargados de hemoglobina van al fondo. Hemos manifestado en un pa-
rrafo anterior que el anticoagulante de Wintrobe es muy débilmente hemo-
litico; no hemos trabajado con heparina.

En extensiones de sangre normal tomadas con mucho cuidado sxempre
se encuentra canlidad variable de estromas, como ya se dijo en otro parra-
fo; en general aparecen como discos rojos de superficie Jisa unas veces y
rugosa otras, de estructura finamente granulosa; algunas veces ofrecen una
vacuola excéntrica; en algunas circunslancias experimentan tales modifica-
ciones que podrian confundirse con plaquelas pero éstas generalmenie se
tinen de azul oscuro y poseen patas (6), (7). Su determinacién cuantitativa
con fines de aplicaciéon practica todavia no ha sido lograda; ofrecen dificul-
tades algo mayores que la que ofrecen la numeracion de plaquetas o de re-
ticulocitos; mientras se descubra ur. método adecuado, por ahora la cantidad
normal de estromas la podemos a groso modo expresar con la calificacién
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de “muy escasa’, que corresponde a no encontrar estromas en la mayoriz
de los campos microscopicos examinados. Comparando con Ja gran cantidad
de estromas, por encima del 50%, y visibles en todos los campos microsco-
picos encontrados en procesos hemoliticos agudos (fotos N® 4 y 5) podemos
establecer la siguiente escala: “muy escasa cantidad” (+); '‘escasa cantidad”
(++4): "moderada cantidad” (4-+4); “abundante cantidad” (4 4+4+) vy
“muy abundante cantidad” (44444 ). No tomamos en cuenta los estro-
mas de la zona final de la extension, desde que aqui muy probablemente la
gran mayoria de éllos se forman in vitro (hemoglobina Jibre) y se encuentran
muy alterados.

2.— MHemolisis por inyeccion endovenosa de agua destilada.

La inyeccion endovenosa de agua destilada determina hemoélisis mani-
fiesta; Banti, citado por Wasatjerna (18), en 1913, produjo hemoglobinuria
en perros y conejos y reduccion de la tasa globular inyectandoles agua des-
tilada. Nosotros hicimos la siguiente experiencia: nos inyectamos agua des-
tilada en un {ronco venoso del antebrazo, cerca de la muneca; simultanea-
mente extrajimos sangre con otra jeringa del mismo tronco venoso, pero con
la aguja insertada a distancia de la primera, cerca de la flexura del codo;
la sangre sali6 lacada. Haciendo la coloraciéon de estromas con la técnica ya
conocida, se encontré abundantes hematies normales, hematies hipocrémi-
cos, hematies en rodela (semejantes a los de la talasanemia) y estromas.

Tras la inyeccion endovenosa de 10 cc. de agua destilada en el brazo de-
recho, buscamos estromas en extensiones de muestras de sangre tomadas de
la mano izquierda cada 3 y 5 minutos durante una hoda; el resultado fue
negativo.

3.— Bartonellosis murina.

Hemos investigado estromas en un lote de seis ratas albinas en las que,
por esplenectomia, se indujo Ja conocida invasion de la sangre por Bartone-
Da muris y el consiguiente desencadenamiento de anemia hemolitica aguda
con hemoglobinemia y hemoblobinuria. El examen de sangre periférica, pre-
vio a la esplenectomia, reveld en casi todos los animales la presencia de apre-
ciable cantidad de estromas al comienzo de la extension (zona 1) y muy es-
casos o ausentes en el resto de los campos. En los dias 29 y 39 consecutivos
a la esplenectumia en que todavia no se vieron bartonellas en los hematies,
el aspecto fue similar a lo dicho; al 42 dia en que comenzaron a aparecer
las Bartonellas, igualmente la cantidad de estromas no presentd alteracién;
en los dias 5° y 69 se constatd enorme cantidad de estromas repartidos en
todos los campos, coincidiendo con intenso parasitismo de los eritrocitos por
Barttonella muris; del 7% 4ia para adelante se constato declinacién de la can-
tidad de estromas, hasta finalmente normalizarse entre el 99 y 109 dias; la
desaparicion de las Bartonellas fue anterior a la normalizacion de la canti-
dad de estromas, indicando que la destruccién sanguinea continuaba después
de la desaparicién de las Bartonellas.
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Los estromas observados correspondian la mayoria a discos rojos con o
sin bartonellas en su interior; unos de superficie lisa, otros de superficie ru-
gosa y una buena proporciné eran estromas ‘“‘de doble tono”. Esta ultima
variedad nunca fue observada en extensiones de sangre normal, previas a
J]a esplenectomia. Nos parece que los estromas sin bartonellas predominan
sobre los con bartonellas.

La intensa reticulocitosis, la policromatofilia, la anisocitosis, la erftrofa-
gocitosis y los cuerpos selenoides reticulados y no veticulados fueron hallaz-
gos constantes.

No hemos realizado investigacion de estromas en ratas esplenectomi-
sadas, en quienes no se hubiera producido bartonellosis, ni en ratas no esple-
nectomizadas en las que se hubiera inducido bartonellosis por inoculacion
del germen.

Un hecho que nos llamé Ja atencion fue la presencia de discos blancos
(en realidad incoloros), del tamafo de hematies, con Bartonellas en su in-
terior; provisicnalmente, Jlos denominamos |‘hematies albinos”; su visibili-
dad se logra por contraste, coloreando el plasma y este efecto se consigue
alargando el primer tiempo de nuestro método (6), (7). Estos discos son
completamente diferentes a los estromas que, como sabemos, se colorean de
rajo. Ellos pueden corresponder a grados extremos de hipocromia.

4— Anemia hemolitica aguda del cobayo por suero hemolitico anticobayo
de conejo.

Produjimos anemia hemolitica aguda con hemoglobinemia y hemoglobi-
nuria, en cinco cobayos, por inyeccion de suero de conejo antieritrocilos de
cobayo, preparado de acuerdo al esquema de Dameshek y Schwartz (11);
0.5 cc. por cada animal, via iniramuscular. La sangre de los animales con-
tenia muy escasos esiromas antes de la inyeccion del suero hemolitico. Se
constaté abundanties esiromas durante el desarrollo de la destruccion san-
guinea. llegando a la cifra maxima a) culminar la anemia entre el 32 y 5°
dias. En los animales sobrevivientles, al ocurrir la regeneraciéon sanguinea
marcada por una intensa reticulocitosis, se observd disminucion considera-
ble de dichos elementos. Los estromas observados fueron de tres tipos: dis-
cos de superficie lisa, discos de superficie rugosa y estromas de dos tonos
(estromas bitonales). Se constatd también intensa eritrofagia en sangre pe-
riférica, en el brazo y en el higado.

5.— Bartonellosis humana (Enfermedad de Carrion).

Hemos examinado la sangre de cinco pacientes; en cuatro de ellos la
tasa de globulos rojos oscilaba entre 1 y 2 millones por mm3 y el parasitis-
mo por Bartonella bacilliformis alrededor del 90%; los enfermos ingresaron
en estado de anemia iniensa, de modo que no hemos podido verificar exa-
menes seriados desde el comienzo del proceso. La cantidad de estromas fue
ostensiblemente mayor que lo gue se encuentra en extensiones de sangre
normal, pero muy inferior a lo gque se observa en Bartonellosis murina (foto
N? 6); muchos de estos estromas se encontraban parasitados; con las colora-
ciones corrientes aparecen como que las bartonellas estuvieran libres en el
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Foto 6.~— Bartonellosis aguda (Enfermedad de
Carrién). Las flechas senalan estromas, dos de los
cuales albevgan Barlonellas.

plasma; también se encontvaron erilrocitos muy hipocromicos y muy pali-
dos, algunos blancos (incoloros en realidad), o “hematies albinos” como los
denominamos y que, como dijimos, son visibles Unicamente con caloracién
de contraste. Probablemente los eritrocitos, intensamente hipocromicos, son
los mismos que describieron Hurtado. Pons y Merino (19) con las denomi-
naciones de “acromia” y "macrocitos fantasmas”. En extensiones de sangre,
después de la ingestion de grasas, se encontraron cuerpos selerioides con bar-
tonellas en su interior (7).

El cuarto enfermo, ingresd con 4 millones de eritrocitos por mm3, aproxi-
madamente a los 10 dias de enfermedad, y e) 95% Jde hematlies parvasitados
por Bartonella bacilliformis & gran predominio de¢ la forma bacilar. La can-
tidad de estromas fue narnjal. Cuardo esperabamos que iba a tenev lugar
la fase de destruccidn eritrocitica y que con un parasitismo tan alto iba a
producirse anemia intensa, en el curso de la semana sigwente, se produjo
el deceso del paciente al dia siguiente de su ingreso al Hospital; la causa
no pudo ser determinada.

§.— Anemia bemolitica adquirida c¢rénica.

Hemos investigado estromas en dos casos. Primer caso: R. R. M. de 20
anos de edad, con un ano de padecimientos. Sus hematies oscilaban alvede-
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dor de 2 millones; la hemoglobina alvededor de 5 gramos; los reticulocitos en
70%: bilirrubina total 3 mgrs. % a predominio de la fraccion indirecta; uro-
bilindgeno fecal 8.421 miligramos en 24 horas; resistencia globular osmética
disminuida y lest de Coombs positivo. Se le extirpo el baze (2,500 gramos
de pesa) y no s¢ obtuvo ninguna imodificacion del cuadro hemoljtico. En to-
das las muestras de sangre, que fueron incontables, y durante casi un afio
de cantrol, se encontrd marcado aumento de estromas, unas veces mas gue
otras (foto No. 7). Después de T2 esplenectamia, varios meses de contro), Jas
cifras fueron igual o algo mayaeres. El fratamiento con ACTH y cortisona
determinaba mejoria notable de la anemia, pero no reduccion de la cantidad
de ceticulocitos ni estromas. Los estromas observados f{ueron del tipo de
discos de superficie lisa.

Folo 7.— Anemiz hemolitica adquirida crénica.
Las flechas senalan esliomas.

Segundo caso: C. B. de 56 anos, con dos meses de enfermedad; hematies
alrededor de dos millones; hemoglobina 7 grms. %; relicolocitos 20%; bi-
lirrubina total 1.8 mgrs. % a predominio de la reaceidn indirecta; test de
Coombs positive. La cantidad de estromas fue notoriamente mayor que Jo
encontrado en sangves normales

7.— Esferocitosis hereditaria.
O. O. de 21 anos, palido e ictérico desde 1a infancia, Hematies alrededor

de 3 millones; hemoglobina fluctuante en 18 grms. %: retjcujocitos alrede-
dor de 5%:; bilirrubina total alrededor de 3 mrgs. % a predominio de )a frac-
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cion indirecta; test de Coombs negativo. La esplenectomia {900 grms.) pro-
dujo resultado excelente. La cantidad de estromas, en varios exédmenes, fue
normal.

83— Anemia hemolitica aguda por ingestion de naftalina.

M. A. Z. de 28 anos; ingres6 al Hospital a los 4 dias de acusar tras-
tornos digestivos y psiquicos con 1.070.000 hematies por mm3; hematéerito
12.5%; leucocitos 32.000; reticulocitos 45%; hemoglobina 4 grms. % normo-
blastos 20%; intensa hemoglobinemia y hemoglobinuria. Al dia siguiente
930,000 hematies, 3.9 grms. % de hemoglobina; hematécrito 12.93%: reticu-
locitos 42.2%; bilirrubina total 4.50 grms. %, bilirrubina indirecta 2.64, bi-
lirrubina directa 1.86. EIl paciente fallecio. La cantidad de estromas encon-
trada fue muy ahundante (4 + 4 4+ 4 ) con la particularidad de que muchos de
ellos contenian granulos en su interior, uno o varios de 1 a 2 micras de ta-
mano y de color de hemoglobina (1estos de hemoglobina ?). Estos granulos
probablemente son los mismos que describieron Zuelzer y Apt. (20).

9.— Anemia hemolitica aguda por mordedura de Loxosceles laeta.

Los Loxosceles laeta es una arana doméstica muy comun en América
det Sur; su mordedura determina necrosis cutdnea mas 0 menos extensa y
muchas veces se asocla a éste un cuadro de anemia hemolitica aguda con
hemoglobinemia v hemoglobinuria que frecuentermente lleva a la muerte.
Hemos estudiado tres casos; en el caso N9 1, una muchacha de 15 ahos, los
hematies bajaron hasta 885,000 por mm3 y 2.6 grms. % de hemoglobina al
5% dia de ocurrida la mordedura. La cantidad de estromas fue muy abun-
dante, 80 por 100 hematies (4 4+ 44 ) (foto N9 4) al 49 y 5¢ dias del acciden-
te para después disminuir y normalizarse al 79 dia. La remisién de la can-
tidad de estromas fue paralela a ta remision de la hemoglobinuria. Los ti-
pos de estromas fueron: discos de superficie lisa, discos de superficie rugo-
sa y estromas de dos tonos (estromas bitonales).

En el caso N° 2, una nina de 4 anos y medio, la cifra de glébulos rojos
fue de 1°'280,000 por mm3 al 59 dia de la mordedura. La cantidad de estro-
mas fue abundante al 4¢ y 5% dia y después decliné hasta normalizarse al 7o
dia. Los estromas fueron igualmente de los tres tipos..

En el caso N? 3, un hombre de 54 afios, la cifra de glébulos rojos bajé a
2'560,000 por mm3 y 6.0 grms. % de hemoglobina al 62 dia de la mordedu-
ra. La cantidad de estromas fue moderada (44 ) durante los dias 49, 59 y
69 dias y se normalizé al 8 dia. Los estromas fueron también de los tres tipos.

10.— Hemoglobinuria de marcha.

Sujeto de 25 afios que padece crdnicamente de “ovinar sangre” después
de cada caminata. Se le hizo correr 400 metros y al término de ésta todavia
cuando jadeaba, se le extrajo sangre de la vena y se practicaron varias ex-
tensiones tanto con esta sangre como con otra extiraida por picadura del lé-
bulo de una oreja; luego emitié orina que resulté de color rojo-vinoso con
apariencia de sangre. E] suero sanguineo fue de color normal; sin indicios,
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Fala 43— Anemia hemolitica aguda por mordeduys de Laxoasceles
o (Avana venencsa sudamericana). Los discos palides y
rugosns corvesponden a estromas: los discos dien

formados y temdas a evitrocitos.

alr menos macroscapicamente, de conlener hemoglobina disuelta. La inves-
figacidn de estromas reveld muy escasa cantidad (+) o sea normal. No fue
determinada guimicamente el pigmento causanie del ¢olor oscuro de la orina.

11.— Anemia hemolitica aguda por infeccion a Clostridium welchii.

R. M. de 22 anos, fallecio a los 35 dias de habérsele practicado un abor-
to criminal. La primera semana consecbliva a la maniobra se caracterizo
por manifesltaciones de hemdlisis aguda: fiebre, gran postracion, jctericia,
empalidecimiento, trastornos de la conciencia, hipotension arterial, hemoglo-
binemia e intensa oliguria con hemaglobinuria; de) endometrio fue aislado
Clostridium welehii por el Dr. Philipps (*). En )as semanas siguientes pre-
dominaron las manifestaciones renales: desapavecieron la hemoglobinemia y
la hemoglobinuria y la ictericia disminuyé bastante; la cifra de ecritrocitos
permanecid alrededor de los dos millones; la oliguria se mantuvo tenaz y la
Tetencion nitrogenada fue progresyva e isrgduclible hasla la muerte.

En cuanto a Jos esiromas, sl 42 dia de praciicado el aborto, en pleno pe-
riodo de la hembdlisis (bemoglobinemia, hemoglobinuria, bdilirrubina total
3.8 megrs. %, bilirrubina indirecta 2.0 mgrs. %, bilirrubina directa 1.8 mgvs.

(*) Lois A. Philipps. Bncteridlogo de) Instituto Naclonal de Blologia Animael.
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Fole S.— Anemia hemotitica aguda poy infeccion a Closiridiwm
welchi. Los discos grandes y bien f{oymados covvesponden a
eritrocitos y los pequenos y deformados a estromas.

%) se encontrd en cxlensiones coloreadas con nuesiyo método en Ja propor-
cidn de 75 estromas por 100 hematies (3 4+ 4+ 4+ ) (foto N® 3). (Los hema-
ties no fueron conlados esfe dia; el dia anterior estuvieron en 2 millones por
mm3 y 6.87 grms. % de hemoglobina). Al 52 dia se conté )5 csiromas por
100 hemafiies; estos eslaban en 1°800.000 poy s»ymd y 561 grms. % de hemo-
globina. Al 6° dia 3 estromas por 100 hematies. Al 79 dia, | estroma por 100
(muy escasa hemoglobinemia y hemoglabinwria). En adelante, los csiromas,
coincidiendo con la desaparicion de la hemoglobinemmia y de la hemoglobi-
Nutia. sé maptuvieron en 2sCcasa proporeién. pero siempre por encima de
135 cifras habitualmente observadas en sangres normales.

Al 5 dia de! aborto (1'800,000 hematies par mmid) se centrifugd cievla
canlidad de sangre (anlicoagulante dc Wintrobe). 2 2.500 revoluciones par
minuto durante 15 minutos; las extensiones del plasima sobrenadante, roja
por la hemoglobinemia. coloreadas con nuestro método revelaron abundan-
tes estromas; el examen al campo oscuro, en [resco. revelo igual resultado,;
los mismos examenes con suero del pacientc (suero rojo por la hemoglobi-
nemia) fueron negativos a eslromas.

Los estromas observados fuercn de tamano infevior al de los hematies
normales; (enian la forma de discos con superficie Jisa vnos y rugosa oiros
y de estructura granulosa; la mayoria muy conservados y la minoria arru-
gados o desfigurados; una buena proporcion correspondian a ‘‘eslromas bi-
tonales”; 13 gran mayouria intensamente coloreados y los demds muay pili-
dos y muy dificilmenle reconocibles (eslromas en desinlegracién ?). Los pe-
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quenos estromas podian confundiyse con plaguetas, pero éstas se colorean
en azul oscuro.

TIEMPO DE VIDA DE LOS ESTROMAS EN LA CIRCULACION

Por puncion ccrdiaca se exnajo. )0 cc. d= sangre de un congjo, en
anlicoogulante de W.ntrobe vy s¢ hizo congelar (dos horas en la cadma-
ra de congelacion de una refrigercaora); Juego a) descongelarse a la
temperalura ordincria del ambiznie, Ja muestra quedd complelamsznte
hemolizada. Sz inyecio dicha muesira (estromas 4 hemoglobina) en
Jo vena marginal de una oreja el mismo znimal; no se produjo nin-
guna reaccion.

Se busco esromas en extansiones de sangre c¢oloreadas con nues-
tro método, a los 2, 13, 28, 43, 58 y 63 minutos de lo inyeccion en mues-
tras tomadas de la oreja. Se encontrd muy abundznie muesiras a los 3

£h ind

Foto 8.— Inyeccién endovenosa en conejo de sangre hemolizada
del mismo animal (hemdlisis por congelacion y descongelacion).
Las flechas senalan estromas.

minulos (foto N® 8), abundantes o los 13, en moderada contidad a los
28, escasa a los 43, muy escasa a los S8 y 63 minulos. La coloracion
fue muy nilida en las muesiras 1 v 2, moderada en la N° 3 y muy pd-
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lida en las restantes. Los estremas encontrados fueron de 3 varieda-
des: discos de superlicie lica, discos de superficie rugosa y “estromas
bitonales”.

Experiencia semejanie llevada a cabo con sangre guardada sin
congelarse duranle 3 dias y congelada durante las 24 horas siguienies,
dié muy cbundantes a los 5 minutos de la inyeccion endovenosa, abun-
dantes a los 10, escasos a los 23 y muy escasos a la hora. El conejc
se mosiré decaido y anoréxico.

Estas experiencias todavia no han sido intentadas en seres huma-
nos.

MORFOLOGIA GENERAL DE LOS ESTROMAS

En preparaciones humedas los esiromas ofrecen todos las propie-
dades de los cuerpcs globulares; se requieren instrumentos de obser-
vacién de buena calidad para un estudio integral, cosa que no estd a
nuestro alcance,

En extensiones de sangre normal ellos aparecen como discos rojos
de eslructura finamente granulosy; en general, su tamafio es algo in-
ferior al de los erilrocitos normales; de superficie lisa unas veces y
rugosa otras; libres en los espacios dejados por los eritrocitlos o apri-
sionados entre estos; algunas veces muestran una pequena vacuola
excentrica; de contornos requlares unas veces e irregulares otras; unos
muy coloreados y otros muy palidos. Existen ademds ofros elementos
de formas caprichosas pero que indudablemente son afines a los es-
{romas.

En los procesos hemoliticos aqudos con hemoglobinuria en los que
se encuentra gron cantidad de estromas en sangre periférica, se en-
cuentran ires tipos d= estromas: discos de supetficie lisa, discos de su-
perficie rugosa y estromas de forma romboidal de dos lonos (“esiro-
mas bitonales”) (foto N? 9 y 10). Bessis (21) ha logrado fotografiar
con microscopio elecirénico estos estromas bilonales; en nuestra opi-
nién corresponden a astromas de hematies en forma de campana. Mien-
tras que eslos esiromas bitonales pueden ser vistos en la mayoria de
las variedades de hemdlisis invitro que hemos descrito y después de
la inyeccidn de sangre descongelada en conejo, no los hemos visto en
extensiones de sangre normal ni en los casos de anemia hemolitica
adquirida y esferocitosis hereditaria.
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Foto 8 — Apemia hemglitica aguda por mordedura de
Loxosceles laeta. Cinca estromas de superficle con
plegamientos. ¥ dos hematias,

Folo 10— Anemia hemolilica aguda por infeccidn
o Clostridium welchi. En el ceniro un estroma
bitonal y en un dngulo un grupo de hemalies.

El lemene de los esliomos en los procesos hemolilicos ogudos es
cegueda. como si fueran estromas de eslerccilos: la mayorio muy bien
coloreados. muchos muy palidos cosi irreconocibles (esiromos en de-
sinlegracicn 7).
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DISCUSION

El conceplo de que el eritrocito estd constituido por un armazén
proloplasmdiico o esiroma en e! que estd alojada la hemoglobina y
que in vitro, bajo circunsiancias especiales, puede producirse la sepa-
racidén de estos dos constituyenies (hemdlisis) es anliguo y muy di-
fundido: (1885) Schilling (22). (23). Butschli, Ruzicka, Hamburger,
Bechold y Hayem cilados por Naegeli (24); Bechold, Krous, Salén y
Hatlori citados por Rockwood (10); Bayliss (25); Cooley y Lee (5);
Schulten (26); Isaacs (9), (27); Meltzer v Welch (12). Parece que
Rollei fue el creador del conceplc de estroma, pues Schilling denomina
“estroma de Rollet” (23).

El concepto de la hemdlisis como disyuncidn del hematie en estro-
ma y en hemoglobina prevalece sobre el conceplo lambién antiguo ds
la hemolisis como estallamienlo o disolucion del eritrocito, considerado
todavia en la actualidad por algunos ( Wassastierna, 1951), (18).

El fenémeno de la hemdlisis in viiro llevo al planteamiento de qus
el mismo fendmeno en el interior de los vasos (hemdlisis intravascu-
lar) podria intervenir en .el mecanismo de destruccién fisioldgica de
los eritrocitos; la evidencia de hemoalisis intravascular en muchos cua-
dros hemoliticos agudos con hemoglobinemia y hemoglobinuria hizo
mas légica la suposicién; pero la busqueda de indicios de hemdlisis
inlravascular en condiciones normales no tuvo éxito (1), tomando mas
bien cuerpo la feoria de la fragmeniacién (1), (2), (3). (4) vy
(5). La eritrofagocilosis, olro fendémeno evidenie en condiciones palo-
16gicas, no pudo ser hallado en nivel aceptable como para explicar la
cantidad de eritrocitos que normalmenle se destruyen, de 7 a 8 grms.
de hemoglobina cada 24 horas (Roos (28) ).

Sin embargo, las mismas investigaciones de Rous y Roberlson (1)
qguienes describieron ‘cuerpos globulares” con caracleres muy seme-
jantes a estromas o sombras de eritrocitos en el lavado interior de ba-
zo. médula ésea, e higado y que ellos los consideraron producios de
injuria sobre células fijas, no descarlan que dichos “cuerpos globula-
res” puedan realmente ser estromas. El Unico mélodo de investigacion
de estromas conocido lue el ultramicroscépico, en preparaciones hime-
das. Isaacs (27) sosliene que la destruccion por hemolisis es lo mas
léaico, aunque ello no puede todavia ser demostrada por falia de pro-
cedimientos adecuados.

El descubrimiento de un método de coloracion de estromas que
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permile verlos claramenle en extensiones de sangre (6), (7), nos in-
dujo a esiudiar la hemdlisis intravasculor mediante la busqueda de
estromas en sujelos normales y en anemias hemoliticas, bajo la pre-
misa de que la presencia de estromas significa hemolisis.

En rrimer lugar, hicimos estudios sobre estromas liberados por he-
moélisis in vilro, empleando diversos agenites y procadimientos: agua
destilada, zolucion hiperténica de cloruro de sodio, sueros hemoliticos
de conejo: anticarnero y anticobayo; accién bacteriana, congelacién y
descengelccion, agitacidn con perlas de vidrio,"pasaje de sangre por
orificio estrecho, cdmara humeda, presién entfé poricobietos y cubre-
objelos, azul de cresil brillante, calentamiento, extensién de sangre en
vidrio y anticoagulante ds Wintrobe. Esia serle de experiencias nos
demostrd que la hemdlisis consistia siempre en la separaciéon de la he-
moglobina del esiroma, hemoglobina que se disolvia en el liquido vy
esiroma que conlinuoba suspendido conservando su forma y propieda-
des de cuerpo globular, Rockwood (10) por examen ullramicroscopico
llegd a la misma conclusion empleando agua destilada, dcido hidro-
clérico, dlcali, saponina, oleato de sodio, solucion hipertonica de clo-
ruro de sodio, hemdlisis por auldlisis, hemolisinas -biolégicas, hemoli-
sis por calor. Cooley y Lee (5) sosluvieron concepio semejante. Pen-
samos que la hemdlisis detzrminada por muches oiros agentes, ya sean
mecdnicos, fisicos, quimicos y bioldgicos, de los que Isaccs (9) hace una
excelente relacion, consista igualmente no en una desiruccién inmediata
de los eritrociles sino simplemente en un desdoblamiznto o separacion
de la hemoglobina del esiroma.

En sequndo término, emprend'mos la busquada de esiromas libero-
dos por hemdlisis inlravascular. Nuestra hipdtesis de que la hemdlisis
in vivo o hemdlisis intravascular censistia {ambién no en una destruc-
cidén inmediala o disolucion del eritrocito, sino primariamente en un
simple desdoblamiento en sus componentes el esiroma y la hemoglobi-
na y que en una segunda {ase esios elementos se desintegraban por
via separada, eslromaidlisis de un lado y catabolia de la hemoglobina
por olro, se¢ vio ampliamente confirmada; en efecto, se pudo enconirar
en procesos hemoliticos agudos en los que con toda evidencia ocurre
hemdlisis en el interior de los vasos, desde que hay liberacion de he-
moglobina, esiromas en gran cantidad y en proporcion directa a la in-
lensidad de la hemdlisis. Senalamos de pase que estos elementos glo-
bulares o estromas, carentes de hemoglobina y oxigeno determinarian
a su paso por los capilares anoxia, aplicdndose asi por lo menos en
parte, las graves lesiones de los procesos hemoliticos agudos; (otros
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investigadores (3) habian ya hecho estos planteamientos al hablarnos
de obstruccién mecdnica delerminada por los estromas v su conse-
cuenciq, la interrupcién de la circulacion); en electo, mientras que las
inyecciones endovenosas de hemoglobina son inocuas, las de sanare
hemolizada (estromas + hemoglobina) son toxicas (Ottenberg (29):;
Barral v Yorke citados por Ottenberg y por Rous (29), (3); Sellards y
Minol (30); Gilligan (31 ).

No sabemos cuanio tiempo circulan los estromas en el organismo
humano; en una invesligacion preliminar realizada en conejcs hemos
observado que es alrededor de una hora y que el organismo dispone
de medios de eliminacidén (estromatdlisis), no sabemos si por lisis, tal
como lo sugiere la pérdida progresiva de coloracidén o por fagocitosis.
Se entiendz que 2n el caso de lo experiencia en conejos {fueron inyec-
lados eslromas de eritrocitos de diferenles edades, jévenes adultos vy
viejos, pero en el orden lisioldgico en que se supone que solamente se
lisan los eritrocitos viejos, el liempo de vida de los esiromas {al vez sea
mas corlo. El bazo y los pulmones intervienen en la secuestracion de
los eslromas (Rous (3); cuando la hembélisis se realiza en ioluilene-
diamine, las "Sombras” {esiromas) circulan durante mucho mds tiem-
po en animales esplensctomizados que en no esplenectomizados (Joan-
novics, citado por Rous (3) ).

Mieniras que la presencia de abundantes estromas [ue evidenle en
procesos hemoliticos agudos (bartonellosis muring, intoxicacion por
naftaling, mordedura de Loxosceles loeta, anemia hemolilica del coba-
yo por suero hemolitico e infeccidén a Clostridium welchii) en concor-
dancia con intensa hemoglobinemia y hemoglobinuria, en procesos he-
moldlicos cronicos en los que no se produce hemoglobinemia (macros-
cédpicamente) ni hemoglobinuria, el resuliado fue distinto: en los dos
casos de anemia hemolitica adquirida crénica que observamos, la can-
lidad de esiromas fue evidentemenie superior a lo habilualmente en-
contrado en sujetos normales, pero muy inferior a lo enconirado en pro-
cesos hemolilicos agudoes; en el Unico caso de esferocitosis hereditaria
que pudimos observar la cantidad fue normal, cosa que llamé nuesira
atencion.

Crosby y Dameshek (8) encontraron hemoglobina plasmatica au-
mentada en casos de anemia hemolitica adquirida créonica que con-
cuerda con nuesiros hallazgos de estromas en cantidad paloldgica y
con la presencia de autoanticuerpos (test de Coombs positivo), sugi-
riendo estos hallazgos que en esle tipo de cnemia se produce hemoli-
sis intravascular. Los mismos aulores enconlraron hemoglobina plas-
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radtica normal en casos de esferocilosis hereditaria, que concuerda con
la cantidad normal de estromas hallado por nosotros en un caso y con
Ja ausencia de auloanlicuerpos (test de Coombs negalivo), sugiriendo
estos hechos que lba hemdlisis intravascular ¢ no juega rol en esta cme-
mia o si lo hace ella ocurre a nivel esplénico solamente (efecto favora-
ble de la esplectomia); parece sin embargo poco probable que la eritro-
fagocitosis a nivel esplénico intervenga en la palogenia de este proceso
( Guizetti, Elliot y Kanavel, Eppinger, Dick y Meulengrcht, citados por
Meulengracht) (32).

En la anemia hemolitica aguda del cobayo por inyeccién de suero
hemolitico de conejo anticobayo son evidentes tanto la hemodlisis inira-
vascular (hemoglobinemia y abundanies esiromas enr el plasma) co-
mo la erifrolagocitosis. Si las dosis de suero hemolitico son pequetias
y repelidas se obliene un cuadro de anemia hemolilica moderada (ic-
lericia y anemia) segun Dameshek y Schwartz (1]1), con sintomatolo-
gia que se acerca a las anemias hemoliticas cronicas del hombre (ane-
mia, icteria sin hemoglobinemia macrescépica); lenemos que aceptar
que con dosis débiles o fuertes de suero hemolitlico el mecanismo de
deslruccidon liene que ser el mismo, por hemdlisis Intravascular y por
eritrofagia; sdlo que en el caso de las dosis débiles la cantidad de es-
tromas tendrd que ser muy iaferior, tanio porque la produccion es menor
cuanto porque los mecanismos de destruccidén (esiromatdlisis) son su-
ficientes; estamos pues de acuerdo con ia afirmacion de Dameshek vy
Schwartz cuando dicen que “"Hemoglobinemia and hemolytic iclerus are
simply differenl manifestations of the same fundamental phenomena:
intravascular hemdlysis”.

En la anemia hemolitica de la bartonellosis murina, el problema
ofrece caracleristicas semejantes; son evidentes la hemoglobinemia con
hemoglobinuria, la presencia de abundanles esiromas en el plasma vy
la eritrofagocitosis.

En la Barlonellosis Humana o Enfermedad de Carrién se ha encon-
tfrado inlensa erilrofagia (33), (34), (35), y nuesiras observaciones
preliminares indican que también entra en juego la hemdlisis intro-
vascular (folo N® ). No hon sido halladas cuiloaglutininas ni autohe-
molisinas en esla enfermedad (Guzmdn Barrdn (33) ); la fragilidad
alobular osmodtica esid ligeramenie aumeniada en el periodo de ane-
mia intensa (Monge (36), Hurtado, Pons y Merino) (19); la fragili-
dad mecdnica esld también nolablemente cumenicda (37), (38).

La destruccion de los erilrocitos en la Enfermedad de Carrién no
es tan violenta como en la Bartonellosis murina o como en otros proce-
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sos hemoliticos agudos; no han sido descritos hemoglobinemia ni he-
moglobinuria; la podriamos colocar pues dentro de las anemias hemo-
liticas subagudas (anemia e icteria).

Segtin nuestras observaciones, durante los primercs dias de enfer-
medad (periodo de invasion) l¢ Bartonella se muliiplica e invade los
eritrocitos (bartonella bacilar) y en determinados sujetos, probablemen-
fe con inmunidad natural baja, llega a parasitar un altisimo porcentaje
de eritrocitos, permaneciendo normal o ligerdmente baja la cifra de es-
jos; en los dias subsiguientes en que los medios inmuniiarics del or-
ganismo han alcanzado un nivel alto, se produce intensa destruccion
de erilrocitos y de gérmenes, terminando en severa anemia, habitual-
menie de | a 2 millones de hematies por mm3, y en desaparicién de las
Barionellas de la circulacién (Bartonella cocoide). No hemos tenido
operiunidad de investigar seriadamente estromas en esta fase de des-
truccion.

En oiros sujetos, probablemente con inmunidad natural buena, las
Bartonellas llegan a parasitar solamente un reducido porcentaje de los
eritrocitos, 2 por mil por ejemplo, v el proceso termina con anemia muy
ligera que frecuentemente pasa desapercibida.

En la anemia hemolitica aguda por mordedura de Loxosceles laeta
v en la delerminada por infeccién a Clostridium welchii, son indiscuti-
bles la hemdlisis- intravascular (intensa hemoglobinemia y hemoglobi-
nuria con enorme cantidad de estromas en el plasma); ignoramos si
en estos procesos ocurre también eritrofagocitosis.

Nuestros hallazgos de estromas en la sangre de sujetos normales
indican que la hemdalisis inlravascular existe normalmente; estos ho-
Nlazgos concuerdan con los hallazgos de hemoglobina libre en el plas-
ma nermal, alrededor de 4 mgrs. %, segin Crosby y Dameshek (8).
Tenemos que aceptar que esta hemoglobina se origina por heméblisis
intravascular y no por fragmentaciéon o por fagocitosis. El camino que
sigue esta hemoglobina es en gran parte conocido (Crosby y Dames-
hek (8), Sellards y Minot (30), Watson (39), Gilligan y colaboradores
(31), Fairley (40), Roos (28), etc.); élla se convierte al final en bili-
rrubina y se acepta que esla conversion es rapida (Watson (39) ). Ig-
noramos en cambio el desline que siguen los esiromas y la velocidad
con que son destruidos; en condiciones patolégicas ellos circulan cier-
to fiempo antes de ser destruidos; en cond1c1ones fisioldgicas debe ocu-
rrir algo seme)anie

No podemos negcxr que una parte de los esiromas que nosotros en-
contramos en sangre {resca o en extensiones coloreadas de sangre nor-
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mal, se produzcan en el curso de las manipulaciones; la fendencia no-
tural y constante de una poblacion de eriirocilos es que los individuos
que hayan llegado a su limile de edad sucumban, por hemdlisis, se-
gun nosoiros, a los agentes agresivos que se les presentan (ogenles
mecdanicos, fisicos, quimicos y bioldgicos) sea en el interior de los va-
sos o fuera de ellos; incluso los hematies jovenes se hemolizardn si la
fuerza de la agresion sobrepasa su resistencia.

Al practicar una extensién ae sangre en vidrio (portaobietos), el
(rotamienlo tiene que desempenar un rol imporianie; la mayor canti-
dad de estromas, desgarrados en gran parle, se encuentra en la zona
final de la exlension; aqui el plasma, que evidenlemente prolege a los
eritrocilos contra los agentes hemolilicos, llega en minima canlidad vy
eslo permile que el frolamienlo sea mayor y con ello la hemolisis vy
ruptura de muchos eritrocitos. De otro lado, Fenn (41) demostrd que
el contacto de glébulos rojos lavados con vidrio, determina hemdlisis
v que el suero sanguineo inhibe esle [endémeno.

En los procesos hemoliticos agudos, la frecuente alteracion de la
resisiencia globular, hace mas ldgico suponer que las manipulaciones
hemolizan una parie; lal vez en el futuro pueda descubrirse un proce-
dimiento que permita excluir o diferenclar a los eslromas gue se [or-
man in vitro, de los que ocurren en el inlerior de los vasos.

Empleando diversos agenles y procedimienlos se llega a la con-
clusién de que la unidn entre el estrema y la hemoglobina es ldbil, un
fendmeno de adsorcién segin Mason y Rockwood (42) y que el eriiro-
cilo siempre responde a la injuria, hemolizdndose ianio en el inierior
de los vasos como {uera de ellos. En cambio, la {ragmentacién parece
que ha sido lograda in vilro Unicamente por calentamienio o
por microdiseccion { Mason y Rockwood (42) ), condiciones que no se
producen normalmente. Hemos buscado esquizocilos en sangre peri-
{érica de sujelos con fiebre alic y en individuos sometidos a intensa
actividad fisica ((loot-ball durante una hora), con resukado negativo;
los hemos encontrado en cambic en los dorganos iniernos de caddve-
res, especialmente en exlensiones realizadas con fragmentos de miscu-
lo cardiaco, siguiendo a Strauss (43).

St en condiciones pato'dgicas la destruccion sanguinea por hemoé-
lisis y per erilrolagocilosis son evidenles, como si eslos mecanismos no
fueran <sino una desviacion de lo fisiolégico, en cambio no ha sido de-
mostrada que las anemias hemolilicas se produzcan por exagerada frag-
men'acién, no siendo demostrativas en este sentido las observaciones
de Cooley y Lee. Nos parece ildgico admilir que el organismo dispu-
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slera de dos mecanismos para desiruir sus gldbulos: por fragmenta-
cién en condiciones fisioldgicas y por hemdlisis intravasecular y por
sritrofagociiosis en condiciones paioldgicas.

La identificacién en el orgonismo normal de una serie de sustan-
cias con poder hemolitico, refuerza la idea de que la hemolisis intra-
vascular interviene normalmente en la destruccion de los eritrocitos:
suponemos que tales sustancias actuen vor hemdlisis y no por aumen-
io de su fragmentakilidad o por aumento de su capacidad de ser fago-
cilados, punio que serd motivo ce una investigacidn especial.

Ponder (44) ha verilicado una excelente recopilacién de eslos agen-
tes liticos y su accion en el organismo las hace degender de sustan-
cias inhibidoras de un lado y estimuladoras de otro (La teoria del
"Lysin-inhibitor-ccelerator-complex”). Es cosa que llama la atencién
que lo mayoria de eslas subsiancias sean lipidos o derivados de éstos
(4cidos grasos libres v jabones identificados por Jhonson y Freeman
(45) ); las lisinas tisulares aisladas por Brinkman (46); las lisinas ti-
sulares aisladas por Laser (47); la lisolecilina aislada por Berghem
vy Fahareus (48). Vamos a comentar algunas de esias subslancias.

A la cabeza colocamos a ciertos derivados de la digestion de los
lipidos, jabones y dcidos grasos, que ingresan por el conducto toracico
y poseen marcado poder hemolitico (Thonson y Freeman (45)); ellos
determinan liberacién de hemoglobina (hemdlisis) la que se convier-
ie en bilirrubina que es excretada por el higado (accién coleréfica).
Sabemos de otro lado que la presencia de grasas en el ducdeno deter-
mina el vaciamienio de la vesicula biliar (accion colagoga).

Josephs, Holt, Tidwell v Rajdi (1038-1042) citados por Jhonson,
Freeman v Longini (49), demostraron en perros y en nifios que la ex-
creciéon diaria de los productos de degradacién de la hemoglobina (uro-
bilindgeno) era mayor en los que recibian alimentacién rica en grasas
que los que recibian pobre en ellas.

Loewy, Freemann, Marchelle y Jhonson (50), demostraron en pe-
rros mediante fistula biliar, que la bilirrubina total eliminada ~“diaria-
menle erc significativamente mdés alta en perros alimentados con dieta
rica en grasas que en perros con dieta caléricamenie equivalente pero
baja en agrasas; dedujeron de ello que se producia deslrucciéon de ma-
yor canlidad de gldébulos rojos en tales perros y que el elecio era cau-
sado probablemente por una suslancia que ingresaba a la circulacion
por el conducto tordcico; sin embargo, los intenios de producir anemia
mediante alimentdcién grasosa por tiempo prolongado no iuvieron re-
suliado (Jhonson, Freeman y Longini) (49), porque segin estos auto-
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res la médula dsea normal es suficiente para reponer las contidades
desiruidas.  Anolomos que Thompkins (51) produjo en conejos con
inyecciones endovenosas de lecilina, anemia con reliculocilosis, erilro
blastosis e hiperplasia roja de la médula ésea.

[honson y Freeman (45) encontraron que el poder hemolitico de
la linla verlida por el conducto tordcico después de la ingestion de gra-
sas, era delerminada por los jabones y 4cidos grasos libres que ella
contenia.

Longini y Jhonson (53) demoslraron en perros que despues de
la ingeslion de arasas aparecia en el suero uno suslancia que cumen-
laba la (ragilidad de los hematies:; se inclinaron a pensar, en relacion
con el Irabajo anterior, que tal sustancia podia eslar constituida por ja-
bones y &cidos arasos.

Freeman, Loewy y fhonson (53) demostraron en perros por me-
dicion cuartilaliva de la bilis excretada, que la inyeccidn endovenosa
de jabones y dacidos grasos determinaba un definido aumento de la des-
truccion de los globulos rojos. Calcularon que del total de la sangre
diariamente deslruida, del 8 al 35 % correspondia a lo que lo hacian
los Jabones y los dcidos grasos que ingresaban en una alimentacion
corrienfe. '

Jhonson, Freeman y Longini (49) encontraron que los hematies
de personas sanas en coniacto con suero lipémico se hacion mds sen-
sibles a la hemélisis osmdlica; en pacienles con anemia perniciosa no
Iralada, el suero lipemico de eslos producia no solamenie aumenio de
la fragilidad osmotlica de sus globulos rojos sino incluso hemdlisis.

Credilor (54) demostro que la inyeccion endovenosa de emul-
sidbn de grosas. en perros y en seres humanos, determinaba aumento
de la lragilidad mecdnica de los hematies.

Swank y Roth (55) confirmaron que la ingeslién de grasas
(crema, aceite de higado de bacalao y trioleato de glicerina) determi-
na cgumenlo de la fragilidad mecdnica de los hemalies vy que este au-
mento era visiblemenlte proporcional al grado de la lipemia; contraria-
mente, la sangre de perros en ayunas carecia de esta propiedad.

Nosotros en 1956 (6) (7) pudimos descubrir que exlendiendo
sangre lipémica en porta objelos se producia hemdlisis, pero que los es-
lromas en lugar de presentarse como discos aparecian bajo la lorma de
medias lunas (“cuerpos selenoides” segin nueslra denominacién).

La serie de trabajos que hemos mencionado prueban que las
grasas ejercen un imporlante rol de destruccién de eritrocifos y que esta
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accion se relaciona intimamente con los conocidos efectos colerélico y
colagogo.

De otro lado tenemos las lisinas tisulares descubiertas por Meich-
nikolt y que han sido conlirmadas por varios investigadores, tanto en
tejidos normales como en fumorales y que han servido de base para
el descubrimiento de oiras (Well y Gross, cilados por Ponder (44), Mae-
graith, Findlay v Martin (56). Las lisinas tisulares aisladas por Brin-
kman (46) que parecen corresponder a una mezcla de losltolipidos y
jabones. La suslancia hallada por Laser (47), de gran poder hemolitico,
aislada del plasma y de varios érganos; quimicamenle corresponde a
un acido graso no saturado. La lisolecitina identificada por Berhenhem y
Fahraeus (48) en el suero sanguineo. Segun Singer la lisolecilina, que
en el bazo se encuenira en alla concentracidn, juega un rol importante
en la destruccién fisioldgica de los eriirocitos, cosa que pone en duda
Collier (58). De Vries (539) produjo anemia hemolitica experimental
aguda en conejos mediante inyecciones endovenosas de lisoleciting.
Laser (47) afirma no haber comprobado la existencia de lisolecitina en
el organismo.

Debemos finalmente decir que el plasma normal contiene autoaglu-
tininas y hemolisinas activds conira eritrocitos previamente dafiados por
enzimas, tales como la tripsina (Rosenthal y Schwartz) (60); Hurley
y Docie (61); sequn Dacie (62), estas autoagluiininas y hemolisinas,
aunque aparentemenie inaclivas conira hematies normales en las expe-
riencias in vilro, podrian serlo activas in vivo por su conlacto permanente
con los eritrocitos.

SUMARIO

Se ha hecho el estudio del mecanismo de destruccion de los eritrocitos
desde un punto de vista nuevo : medianle la investigacion de estromas en
preparaciones humedas (campo oscuro) y en extensiones de sangre colorea-
das con un método original. :

La investigacion de estromas fue hecha en dos circunstancias :

I.— En muestras de sangre hemolizadas mediante los siguientes agen-
tes y procedimientos (hemélisis in vitro) : agua destilada, soluciéon hiperté-
nica de cloruro de sodio, suero hemolitico anticarnero de conejo contra eri-
trocitos de carnero, suero hemolitico anticobayo de conejo contra eritrocitos
de cobayo, bacterias saprofitas en muestras de sangre dejadas a la intempe-
rie, congelacién y descongelacion, agitaciéon con perlas de vidrio, pasaj¢ for-
azdo de sangre a través de un orificio estrecho, camara himeda, presién de
sangre entre portaob)etos y cubreobjetos, calentamiento, azul de cresil bri-
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|innte, anticoagulante de Wintrobe. 3l extender sangre on poracbjetos. v
vertiendo diversos liquidos (suero lusologico. suero Sanguineo, eic ), on ox-
tensiones secas de sangre Cantidades enormes de estromas fueron encontia.
das &n practicamente {odas eslas CHrCUNSIAncIas

I — En muoestras de sangre tomadas direclamente de sercs vivos (he-
maolisis in vive o hemalisis intravascular) bajo las siguienies circunstancias v
condlciones  sujetos normales. después de inyeccion de agua destilada pes
via endovenosa, bartonellosis murina, anemia hemolilica aguda del robayn
por suvre hemnlitico anlicobayo de eonejo, bertonellusis humana (Enfermr-
dad de Carrion), snemis hemalitica adquirids crdnica. eslevocitosis hered)-
taria. anemia hemolitics aguda por ingestion de naltalina. anemia hemalitica
sguda por mordédura de Loxosceles laets {araia venenoss sudamericana)
hemaoglobinuria de marcha, después de inyeccion endovencaa en conejes de
sangre hemolizada do conejo ¥ anemia hemolitica aguda por infeccidn a Clos.
iridium welehil  Canlidades variables de estromag, abundantés ¢n unos wi-
sty ewCuscs en olros, fueron enconteades en estas diferentes circunsioncias

S¢ ha determinado en conejos, bajo condiciones experimentales espe-
cialeg, ol tlempo de vida de los estromas.

Los resultados oblenidos por nosotros v los logrados pur olros dulores
nos primiten sentar los sigulentes hechos

Hemolisis. de scuerdo al concepte predominante. es la digyuncion
del erirocito en sus des elementos constitutivos fundamentales a) & ethio
ma. v b} la hemaglobina

Se ha comprubade que la hemolisis representy la forma habitual de
respucsts del enitrocito frente & W injuria, sea esta de naturaless mecdnica,
fica. quimica o bologea

Han nd¢ encontrades estromas en sangre normal lanto en mucsiras
humedas come on extensiones secas coloreadas con el ya mencionado mélody
grginal Sc considera gue estos eslromas s originen on parte en el inlenor
de los vasos |hemolisis intravascular) y en parte on el curso de las manipula-
clanes {hemolisia in vitro)

Sc considera que la hemoglobing libre del plavma normal se origine
tambien por hemdlisis intravascular y que lenga por consiguiente cun oy
mencionados eftramas un origen comuin

La presencia de ssivemas y de hemoglobina libre en el plasma normal
dan apoyo a la tesis de que ta hemdlisis intravascular interviene en el pru-
ceso (e destruccion fisiclogics de los eritrocilos  La ewisiencia en el organis
mu de villes substancias con propiedades hemoliticas iefuerza esta tesn

Hon swde igualmente enconirados estromas on dderentes procesos he-
imolilicon. muy sbundantes en aguelios de carscier agudo gue se acompafian
de hemoglolnnuria ¥ en menor proportion ¢n los subagudon ¥ crdnicos

S¢ ha constalado que |los estromas suspendidey en plasma se comporian
coma globuls de parcdes lensas: se¢ responsabilizs s élles (globulos que ne
llevan oxigenc) de las lesiones tisulares que s producen sn los proceses he-
malitices agudos.

La destruccion intravascular de los eritrocilos lendria. en nuestro con-
cepti. Yuear en tires [nses :
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1.— Desdoblamiento del eritrocito en estroma y en hemoglobina (he-
molisis). )

2.— Circulaciéon de hemoglobina y de estromas durante cicrto tiempo.

3.— Destruccién de hemoglobina y de estromas: lo primero por conver-

sion en sus derivados, v lo segundo por desintegracion en el torrente sanguineo
(es(romatolisis) o por fagocitosis (estromatofagocitosis).

Se ha encontraclo, ser de una hora aproximadamente ¢! tiempo de vida
de los estromas en el conejo. para 10 cc. de sangre hemolizada por congelacién
y decongelacién e inycctada por via endovenosa (experiencia preliminar).

Zusammenfassung

Man hat den Mechanismus der Zerstorung der Evythrozyten von cinem
neuen Standpunkt aus studiert : mitlels der Untersuchung der Stromen in
feuchten Praparaten (Dunkelfeld). und in Blutausstrichen gefarbet mit einer
neuen Originalemethode.

Die Untersuchung der Stromen wurde unter zwei verschicdenen Ums-
tanden gemacht :

l.— In haemolysiertem Blut mittels [olgenden Substanzen und Ver-
fahren (Haemolyse “in vitro”) : destilliertes Wasser, hipertonische Koch-
throcyten von Hammeln, haemolytisches anti-Meerschweinchenscrum von Ka-
salzlosung, haemolytisches anti-Hammelserum von Kaninchen gegen Ery-
ninchen gegen Erythrocyten von Meerschweinchen, Saprophyten-Bakterien
im Blut, welches der Luft ausgesetzt war; durch Gefrieren und Tauen,
Schiittelung mit Glasperlen, Durchzwingen des Blutes durch eine schmale
Offnung, feuchte Kammer, starker Druck des Blutes zwischen Objekttriger
und Deckglaschen, Erwarmung, Brillant-cresylblau, anti-Gerinnung von Win-
trobe, beim Ausstreichen des Blutes auf dem Objekttrager und Bedecken
desselben mit verschiedenen Flussigkeiten (Physiologische Kochsalzldsung,
Blutserum, etc.) in trockenen Bluausstrichen. Grosse Anzahl von Stromen
wurden fast in allen Umstanden gefunden.

2— In Blutproben, abgenommen direkt vom Jebenden Wesen (Hae-
molyse *in  vivo” oder - Haemolyse intravascular). unter folgenden
Umsianden und Bedingungen : Normale Personen. nach einzr intra-

venosen Injektion von destillierten Wasser, Bartonellosis in Ratten (Haemo-
bartonella muris), akute haemolytische Anemie des Meerschweinches ver-
ursacht durch haemolytisches anti-Meerschweinchenserum von Kanichen,
Carrionsche Krankheit, erworberne chronische hdemolytische Anemie. ver-
erbte haemolytische Anemie, akute haemolytische Anemei verursacht von
Einnehmen von Naphtalin, akute haemolylische Anemie verursacht vom Biss
der Loxosceles laeta (giftige stidamerikanische Spinne), Marschhamoglobinu-
rie, nach intravengdser Injektion von haemolysierterm Kaninchenblut in Kanin-
chen und akute haemalytische Anemie durch Infektion van Clostridium
welchii. Verschiedene Anzahl von Stromen. zalreich in cinigen und wening
in anderen, wurden defunden in diesen Umstidnden und Expevimenten.

Man hat die Lebenszeit der Stromen festgestellt in Kaninchen unteyr be-
sonderen Bedingungen und Experimenten.
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Unsere erreichten Resultate und die anderer Autoren crlauben uns, fol-
gendes festzustellen :

Haemclyse ist die Trennung des Ervthrozyten seiner zwei constitutiven
Glemente : a) das Stroma; b} das Haemoglobin. gemidss der Ansicht der
meisien Autoren.

Man hat festgesteilt, dass die Haemolyse die Antwort des Erythrozytzn
is1 gegen die Angreifung von mechanischer. physischer, chamischer und bie-
logischer Seite.

Man hat Stromas in normalem Blut gefunden in feuchien Prédparaten
und auch in trcckenen Ausstrichen gefdarbt mit der schen erwihnten Original
Mothede. Man glaubt. dass diese Stromas sich teilweise bilden im Innern
der Gelisse (Hacemolyse intravascular) und teilweise beim Behandeln (Hae-
molyse 1 vitro).

Man glaubi, dass das freie Haemoglobin in vormalem Plasma entsteht
durch intravasculdre Haemolyse und demzufolge zusamimen mit den Stromen
cine gemeinsame Herkunft haben.

Das Vorhandensein von Stromen und freiem Haemogloibn in normalem
Plasma unterstiitzen die These. dass in der physiolagischen Zerstétung der
Erythreeylen die intravasculare Haemolyse eingreift. Die Existenz ven
hacmiclytischen Substanzen 1im Organismus bestitigen diese These.

Mair hat ebenfalls Stromen gefunden in verschiedenen haemolytischen
ruzessen :oin gosser Anzahl in akuten Fillen begleitet von Haemoglobinurie,
m wueniger Anzahl in subakuten und chronischen Falten.

Man hat lestgestellt, dass die Stromen, welche im Plasma schwimmen.
siciy belragen wie Blasen mit gespannten Winden: man beschuldig sie (Kér-
| ccehien ohne  Sauerstoff) wegen der Gewebswunden. welche in akuten
Liaomietviischen Prozessen entstehen.

Dic intravasculdre Zevstérung der Erytrhrocylen hitte nach unserer
Muinung drei Entwichelungsstufen -

.— Trennung der Erythrozyten in Stroma und Hacmuoglobin (Hae-
molyse).

2— Umlauf des Haemoglobins und der Stromen cinige Zeit hindurch.

3~~~ Zersitorung des Haemoglobins und der Stromen: erstere durch

Umwandlung in seine Ableitungen; zweitere durch Uberzgehen in den Blutlaul
(Strematolyse) oder durch Phagozytose (Stromatophagoezytose).

Man hat auch festgestellt die Lebenslange der Stromen in Kaninchen
in ungefihr 1 Stunde, fur 10 c.c. haemolisiertes Blut durch Gefrierung und
dann Tauung. demnach intravends injektziert (Vorlaufige Untersuchung).

SUMMARY

A study on manner of erythrocytes destruction was carried out under
a new noint ol view. that is by searching for stromas of erythrocytes (shadows
or ghosts) both in wet samples of blood (dark-field examinations) and in
dry smears stained with a new method.

The searching for siromas was carvied out in two circumstances :
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1.— In blood samples hemolized by means of the following agents and
preccedures (in vitro hemolysis) : distilled water, hypertonic saline solution,
sheep erythrocytes hemolysis produced by antisheep hemolytic sera of rabbit,
hemolysis of guinea pig evythrocytes by antiguinea pig hemolytic sera of
rabbit,, bacterial hemolysis (saprophytic bacteria), frecezing and thawing, by
shaking blocd with glass balls, by forcing blood to pass through a narrow
hole, wet chamber, by pressing glass cover against stide, by hcating, brilliant
cresyl blue, Wintrobe's anticoagulant, by spreading normal blocd on slides;
and normal saline, serum, etc. upon dry blood smears. Abundan! stromas
were found in practically all of the just mentioned circumstances.

2.— In blood samples directly obtained from human beings and some
animals under the following conditions and circumstances (“in vivo hemo-
lysis” or intravascular hemolysis) : normal subjects, after intravenous disti-
lled water injection, murine bartonellosis, acute hemolytic anemia of guinea
pig as induced by hemolytic antiguinea pig serum of rabbit, Carrion’s disease
(Oroya fever), chronic acquired hemolytic anemia, heyreditary spherocytosis,
hemolytic anemja by naphtalene ingestion, hemolytic anemia caused by the
biting of Loxosceles laeta (poisonous South American spider), march hemo-
globinuria, hemolytic anemia caused by Clostridium welchii infection, and
after intravenous injection (in rabbits) of blood hemolyzed by freezing and
thawing. Variable quantities of stromas, in some cases abundant and in others
scarce, were found under the just mentioned conditions and experiences.

The life span of rabbit stromas was carried out under special experi-
mental conditions.

Accerding to the results obtained by us and those accomplished by
cther investigators we can establish the following facts :

Hemolysis, acording to the prevailing concept, is the dissociation of
the erythrocyte in its two fundamental components : a) stroma (shadows ot
ghosts); b) hemoglobin. :

Hemolysis has been confirmed to be the usual form of erythrocyte
response against injury, being it of mechanical, physical, chemical or biologi-
cal nature.

Stromas have been found in normal blood, in wet specimes as well as
in dry smears stained with a new method. These stromas are considered
to be originated partly in the interior of the vessels (intravascular hemolysis)
angd partly in the course of the manipulations (in vitro hemolysis).

Hemoglobin free from plasma is considered to be originated also by
intravascular hemolysis and to have a common origin with the mentioned
stromas.

The presence of stromas and free hemoglobin in normal plasma supports
the thesis that intravascular hemolysis takes part in the process of physiologi-
cal destruction of erythrocytes. The existence in the organism of various
substances with hemolytic properties emphasizes this thesis.

Likewise, stromas have been found in different hemolytic processes;
abundantly in those of acute character wich are accompanied by hemoglo-
binuria, and in minor proportion in the subacute and chronic ones.
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It has been observed that stromas suspended in plasma behave themsel-
ves as tense wall globules; they are made responsible (globules which do
not carry oxigen) of the tissular damages which are produced in acute he-

molytic processes.
The intravascular destruction of erythrocytes would have three phases:

1.— Dissociation of the erythrocytes in stromas and hemoglobin
(hemolysis).

2.— Circulation of hemoglobin and stromas during a certain timec.

3.— Destruction of hemoglobin and stromas: the {irst by conversion into

derivatives and the latter by disintegration in the blood stream (stromatolysis)
or by phagocytosis (stromatophagocytosis).

The life span of rabbit stromas was found to be of onc hour for L0
cc of blood hemolyzed by freezing and thawing and injected intravenously
(preliminavy report).

Résumé

On a étudie le mechanisme de destruction des hematies d’° un point
vue nouveau : moyennement la recherche de stromes en préparations humides
{camp noir) et d’ etalements de sang teints avec une methode originale.

L’ investigation de stromes a été faile en deux circonstances :

.l— Sur des échantillons de sang hemolysés par les procédés suivan-
tes (hemolyse "in vitro™) : ' eau distillé; la solution hypertonique de clorure
de sodium; le serum hemolytique anti-mouton de lapin; serum hemolytique
anti-cobaye de lapin; des bactevies saprophites des échantillons de sang laissés
au milien ambient; Ja congélation et la décongélation; le mouvement avec les
billes de verre; Je passage forcé du sang a travers @' un trou étroit; la cham-
bre humice; Ja compression du sang entre deux lames de verre; le chauffage;
le bleu dc cresil I’ anticoagulant de Wintrobe; I’ étalement du sang sur des
lames de verre et le versement de divers liquides (serum physiologique, se-
rom sanguin, etc.) sur les étalements secs du sang. Des énormes quantites
de stromes out éte trouvés dans ces conditions dans la plupart descas.

2.— Dans les echantillons de sang prises directement des vivants
(hemolyse *in vivo” ou hemolyse intravasculaire) dans les conditions que
voilci : sujets normaux: apres )’ injection de ' eau distillé par voie intraveineu-
se, bartonellose murine, anemie hemolytlique sigue du cobaye var serum
hemolytique anti-cobaye de lapin; Bartonellosa humaine (Maladie de Ca-
rrion), anemic hemolytique acquise chronigue. sphevocytose héreditaire..
anemie hémolytique aigue par ingestion de naftaline, anemie hemolytique
aigué par morsure de Laxosceles laeta (araignée venimeux de 1I' Amérique
du Sud), hemoglobinurie de la marche, apres |’ injection intraveineuse chez
les lapins du sang hémolysé de lapin et anemie hemolytique aigue par in-
fection a Clostridium welchii. Des guantités variables de stromes, abondants
dans quelques cas; en moindre proportion dans quelques autres. out eté trouves
dansdans ces conditions.

On a pu eétablir chez les lapins sous conditions experimentales par-
ticulieves.le temps de vie des sromes.

Nos résultats et ceux des autres auteurs nous permettent les faits
suivants :
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L’hemolyse suivant les idees actuelles, est le séparation de I’ erythro-
cyte dans ses deux composants fondamentales : a) le strome; et b) I’ hemo-
globine.

Op a constaté que I’ hemolyse répresent Ja maniére habituelle de ré-
ponse de I’ hematie vis a vis des agents exlerieures soient mécanigues, phy-
siques, chimjques ou biologiques.

On a lrouvé gdes stromes dans le sang normal autani dans les echan-
tillons humides que dans les étalements secs teints avec la methode original
deia mentionnée. On considere que ces stromes s oviginent en partie a I’
interieur des vaisseaux (hemolyse inrtvasculaire) et en partic au cours des
manceuvres (hemolyse “in vitro”).

On ccnsidere que I'hemoblobine lieré du plasma normal s’ origine
aussi par hemolyse intravasculaire et que par consequant a avec les stromes
un origine commun.

La présence des stromes et d’ hemoglobine liberé dans le plasma nor-
mal appuie I' hypothese de que I’ hemolyse intravasculaire intervient dans
le prccessus de destruction physiologique des hematies. Cette these est
renforcée par I’ existence dans I' organisme de plusieurs substances qui
possedent des proprietés hemolytiques.

On a trouvé egalement des stromes dans differents processus hemoly-
siques; ils sent tres abondants dans le processus aigus accompagnés d’ hemo-
globinurie; ils sont moins abondants dans les processus subaigus et chroniques.

On a constaté que les stromes en suspension de plasma se portent
comme des globules a parois tendues; ils seraient les responsables (globules
depourvus d’ oxygene) des lesions tisulaires qui se produisent dans les syn-
dromes hemolytiques aigus.

La destruction intravasculaire des hematies aurait licu, d’ apres nous,
an trois etapes :

I.— Dedoublement de Themalie en sirome et hemoglchinz (hemoly-
S€).

2.— Circulation de I’ hemoglobine el des stromes pendant un certain
Lemps.

3.— Destruction de I’ hemoglobine et des stromes. La hcemoglobine
serait détruite par transformation en dérivés: les stromes serait delruit par
desintégration dans Ja circulation (stromatolyse) ou par phagocytoss
(stromatophagocytose).

Il est a peu prés d' une heure le temps de vie des stromes dans le
lapin pour 10 ¢c de sang hemolysé par congélation- et decongélation et injecté
par la voie intraveineuse (experience preliminaive).
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