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INTRODUCCION

Los estudios de policitemias experimentales tienen doble
Tinalidad; en primer lugar, pueden proporcionar datos de uti-
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lidad para interpretar el mecanismo de otras policitemias que
_se presentan en el hombre; ademas, contribuyen al mejor escla-
recimiento de la funcion eritropoyética. En nuestro pais, la
eritremia de la altura, es un problema que interesa profun-
damente; su mecanismo de produccién y las consecuencias
para el fisiologismo, han sido muy estudiadas por los Profe-
sores Monge, Hurtado y colaboradores. En nuestra estadia
en los Estados Unidos, cuando trabajabamos en los laborato-
rios de Eleazar Guzmdan Barrén, uno de los temas que esco-
gimos como labor de investigacién fué la policitemia ocasiona-
da por el cobalto. En esa misma época estudidbamos la oxi-
dacién del acido ascorbico y se discutiz sobre el rol de esta
vitamina en el mecanismo de la eritropoyesis, razén que nos
indujo a investigar la accion que el acido ascérbico pudiera
ejercer en. el desarrollo de la policitemia por el cobalto y el es-
tudio del mecanismo intimo de esta policitemia.

Los resultados de nuestras investigaciones preliminares
fueron presentados, en uniéon de mi hermano Eleazar, a la So-
ciedad de Biologia y Medicina Experimental en una sesion efec-
tuada en la Universidad de Chicago, y fueron publicados en
su Boletin (Vol. 35, pagina 407). A nuestro regreso a Li-
ma, ampliamos nuestras investigaciones, las que no han
podido ser publicadas hasta hoy por dos razones : en primer
lugar, la enorme dificultad para encontrar datos bibliogra-
ficos, pudiendo decirse que a excepcién de la Biblioteca del Ins-
tituto de Higiene del Ministerio de Salud Publica, no hay c¢6-
mo conseguir dichos datos. Esta seria dificultad felizmente
se solucionars pronto con la actual reorganizaciéon de la Bi-
blioteca de la Facultad de Medicina. En segundo lugar, nues-
tra atencién se ha dirigide, en los ultimos afics, hacia el =s-
tudio de la nutricidn en nuestro pais, tema que hemos consi-
derado mucho mas importante; por estas razones no hemos
podido cumplir la cbligaciéon de presentar a la Facultad de
Medicina la tesis para el dectorado, a pesar de que hace como
diez afios ocupamos la Catedra de Bioquimica por actitud be-
névola de los sefiores catedraticos.

< Muchas de nuestras conclusiones han sido confirmadas
por diversos investigadores y aun se han aplicado a la Clinica
nuestros hallazgos, puramente experimentales, siendo el mas
reciente el efectuado en Londres por Deeny y colaboradores,
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quienes fundandose en la accidn depresora que el acido ascor-
bico ejerce sobre la policitemia por el cobalto, demostrada por
nosotros, trataron con dicha vitamina dos casos de cianosis
idiopatica familiar con fuerte proporcién de meta hemoglobi-
na y policitemia y obtuvieron buenos resultados, retornando a
las cifras normales el numero de hematies, reduciéndose nota-
blemente la meta hemoglobinemia y desapareciendo los sig-
nos clinicos que acompanan a estas afecciones.

Antes de terminar, debemos expresar nuestro agradeci-
miento a nuestro asistente en el Laboratorio de Investigacio-
nes, Sr. Juan Angulo Bar por su eficaz auxilio en los trabajos
de laboratorio y a la Srta. Clara Arce por la parte mecano-
grafica de esta publicacion.

PRIMERA PARTE
CAPITULO I

CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE LA ACCION DEL
COBALTO EN EL ORGANISMO

En los seres organizados existe cierto numero de elemen-
tos inorganicos, en pequenisima cantidad, cuyo rol fisiologico
es casi ignorado. Uno de estos es el cobalto. Su presencia en
tierras de cultivo y en las plantas fué demostrada por Bertrand
y otros (1, 2, 3, 4).

En el organismo animal (vertebrados e invertebrados),
se ha constatado la presencia de cobalto en casi todos los te-
jidos (5, 6, 7, 8, 9, 10), aunque en infima cantidad, lo que ha
hecho se sospeche del rol que debe desempenar en el metabo-
lismo celular. Ya en 1922 se habia demostrado que minimas
dosis de cobalto estimulaban el desarrollo de hongos del gé-
nero Aspergillus (11). EIl papel que desempeha en la nutri-
cidon de los animales ha sido bastante estudiado. Le Goff
(12), administrando cobalto a perros y conejos, observé que
no ejercia influencia desfavorable en el desarrollo, en tanto
s que Waltner (13) halld efecto contrario y aun pérdida de la
fertilidad. Orten y colaboradores (14) cbservaron que la adi-
cidén de cobalto al hierro, no surtia efecto favorable en la ane-
mia de las ratas provocada por una dieta lactea exclusiva.
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Bertrand (15), estudiando la accién del cobalto en los ratones,
sostiene que desempena papel favorable en la nutricién de es-
tos animales.

Un gran avance, hacia el conocimiento del rol que juega
el cobalto en la nutricidén animal, fué dado al estudiarse la
causa de una enfermedad que se presenta en el ganado lanar
y bovino de Australia, Nueva Zelandia, Estados Unidos de N.
A., etc.; dicha enfermedad tiene distintas denominaciones,
tales como : enfermedad de la costa, enfermedad del arbusto,
ete.; se caracteriza por emaciaciéon con anorexiz y anemia pro-
gresiva. Durante algin tiempe, se pensd que era ocasionada
por falta de hierro en los pastos, pero fueron Underwood y
Filmer (16), quienes descubrieron que la etiologia de este mal
era un deficit de cobalto; tal hallazgo ha sido confirmado por
numerosos investigadores, quienes ademéas constataron una
baja proporcién de cobalto en las tierras de cultivo, en el pas-
to y en los 6rganos de animales enfermos; por ultimo, consi-
guieron la prevencién y curacién de la enfermedad, adminis-
trando cobaite (17, 18, 19, 20, 21, 22, 23). Sin embargo, hay
autores que sostienen, que no sélo por deficiencia de cobalto
se desencadenaria esta enfermedad, sino también el déficit de
cobre jugaria rol importante (24); dicen que el efecto benéfi-
co del cobaltc se deberia a la afinidad que tiene de unirse a
ciertos compuestns tdxicos (oximas), a la vez que aumenta
el numero de hematies; manifiestan gque la causa real de la
enfermedad seria : intoxicacién por hidrégeno cianhidrico
(25). En lo que respecta a la cantidad de cobalto que requie-
ren los animales, para prevenirse de este estado patologico,
se calcula en un miligramo diario para el carnero, y en 0.6
microgramos para la rata (26, 27, 28). En lo referente al pe-
110, los estudios de Forst y colaboradores (29) parecen demos-
trar que no existirian estados carenciales por cobalto, aunque
censtatan que su adicién al hierro y cobre en la dieta esti-
mula la hematopoyesis.

El rol que desempenia el cobalio en el organismo humano
ha sido poco estudiado, probablemente debido en gran parte
a la idea que se tenia de su toxicidad; no obstante, ya en 1930
Le Goff (30) lo utilizaba como un vase dilatador. Estudios so-
bre la absorcién y eliminacién del cobalto, su retencion por el
higado para excretarlo luego, han sido realizados por Unters-
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teiner (31), y posteriormente por Simens (32). La demostra-
cién experimental, en animales (conejos y cobayos), de esta-
dos cirréticos por efecto del cobalto, ha sido llevada a cabo por
Villaret y colaboradores (33). Schultze (34) y Sheldon (35)
utilizan el cobalto en los estados anémicos. Kato (36}, en es-
tudios realizados tanto en ratas como en nifics anémicos, de-
muestra su eficacia para corregir dichos estados, asi como su
nula toxicidad cuando se administra en dosis adecuadas. Pa-
rece demostrado, que el organismo puede perfectamente so-
portar dosis diarias de 0.2 a 0.3 grs. (37). La accién hipoglu-
cemiante y benéfica en la diabetes mellitus del adulto y del
nifio, sefialada por Bertrand y colaboradores (6, 38), no ha re-
cibido confirmacién posterior (39, 40).

Los estudios experimentales llevados a cabo por nosotros
en conejos, utilizando sulfato de cobalto a la dosis diaria de
10 miligramos, durante 4 a 6 semanas, demuestran una mo-
derada disminucion del peso corporal al finalizar el experimen-
to, en casi la totalidad de casos, comparados con animales que
servian de control, advirtiendo que todos ellos consumian la
misma dieta.

ACCION DEL COBALTO SOBRE LOS HEMATIES

La accién que el cobalto ejerce sobre los hematies, habia
sido estudiada en 1879 por Azari (41), quien sostuvo que el ni-
trato de cobalto inflama y luego destruye a los glébulos ro-
jos. -
Stuard (42) niega dicha accién, mientras que Cappole
(43) halld que el cobalto ejercia cierta influencia sobre el es-
tado quimico de la hemoglebina, pero ninguna sobre el nume-
ro de hematies.

Waltner y Waltner (13, 44) demostraron experimental-
mente que la ingestiéon de cobalto por las ratas, ocasicnaba
aumento del numero de hematies y de la cantidad de hemo-
globina, en la sangre de estos animales. Mascherpa (45), uti-
lizando perros sometidos a una dieta lactea o también a san-
grias repetidas para producir anemia, constata la accidon es-
timuladora del cobalto en la regeneracion de hematies. Or-
ten y colaboradores (14, 46, 47) estudian la accién del cobalto
aniadiéndolo a la dieta leche-hierrc-cobre que se administra
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a las ratas, hallando en estas condiciones, que el ccbalto es
capaz de aumentar el numero de hematies, hemoglobina, vo-
lumen celular; y utilizando el métedo de Keith Rowentree mo-
dificado, indican que la policitemia es verdadera, que hay
aumento real del numero de hematies circulantes con incre-
mento del volumen celular, por consiguiente, sin relacién a
variaciones plasmaéticas. Sostienen también que el manga-
neso ejerceria accién estabilizadora en la produccién de po-
licitemia por el cobalto (48), punto de vista apoyado por
Kleimberg (49), utilizando conejos. La obtencién experimen-
tal de policitemia por el cobalto, ha sido llevada a cabo en co-
bayos, ratones y ratas por Sutter (50). Beard y Andes (d1),
estudiando el papel del cobre como elemento que se debe ana-
dir al cobalto para conseguir aumento del numero de hema-
ties, senialan que por si solo el cobalto es capaz de producir
tal resultado. Brand y Stuky (52), utilizando compuesios o1-
ganicos de cobalto anadidos a la mixtura leche-hierro co-
bre para ratas anémicas, obtienen resultados remejantes a los
obtenidos por autores que emplearon sales inorganicas. Pos-
teriores estudios (53 a 63), han confirmado la accién hema-
topoyética del cobalto, sea en animales normales o previa-
mente anemizados.

CAPITULO I1
LA POLICITEMIA POR EL COBALTO

METODOS.—En nuestros estudios, los animales de ex-
perimentacion han sido conejos adultos de ambos sexos, que
eran colocados en jaulas aisladas, mantenidos en habita-
ciones que los resguardaban de ruidos u otras molestias; se les
alimentaba con una dieta mixta y completa. La sangre, pa-
ra las determinaciones hematolégicas, se extraia con una je-
ringuilla, de ta vena marginal de la oreja, siendo recibida
en tubitos que contenian cantidad adecuada de heparina co-
mo anticoagulante; las muestras se tomaban a la misma ho-
ra —11 a. m.—. En la sangre extraida se practicaba las de-
terminaciones -siguientes : numeracion de hematies y de leu-
cocitoes, fdrmula ‘Jeucccitaria, numeracién de reticulocitos,
dosage de la hemoglobina, volumen globular (hematocrito),
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indice ictérico y valor globular o indicz de color. El método
utilizado para la determinacién de hemoglobina, en un gru-
po de experimentos jha sido el de Wong (63), y en otro, el fo-
to-colorimétrico de Klett-Summerson (64), controlados por
el manométrico de Van Slyke (65). Las técnicas utilizadas
para las otras determinaciones, han sido las habituales, con
pipetas y células controladas por el Bureau Standard de E. U.
A. En la coloraciéon de reticulocitos, se ha usado el método se-
co al azul de cresil brillante, expresindose los resultados en
miles por milimetro cubico.

Dias antes de iniciar los experimentos, se realizaron va-
rias determinaciones para asegurarnos de una constancia en
los datos hematoldgicos; después se pesaban los conejos, y se
empezaba la administracién diaria de un centimetro cubico
de la solucién acuosa de sulfato de cobalto al 1 %, por via in-
tramuscular, durante dos semanas, es decir, que diariamen-
te cada conejo recibia diez miligramos de sulfato de cobalto.
Por lo comun, estos animales soportan bien tales dosis aun por
espacio de cuatro semanas, salvo excepciones en que se pre-
sentan trastornos diarreicos y desmedro de la salud gue aca-
rrean la muerte del animal. En el hombre, con dosis supe-
riores a 0.30 grs., se ha observado alteraciones semejantes
(37).

Para el establecimiento de cifras normales que nos sir-
vieran de referencia para el calculo de ciertos indices hema-
tologicos, tomamos los datos obtenidos en los distintos grupos
de animales antes de los experimentos y asi hemos hallado co-
mo promedio normal : para los hematies 6.310,000 p. mm3., ¥
para la hemoglobina 16.74 grs. % . Los autcres que se han
ocupado de establecer, estos datos en el conejo, dan cifras va-
riables (66 a 75), por eso hemos preferido utilizar los prome-
dios obtenides por nosotros.

En esta primera parte de los experimentos, vamos a estu-
diar la influencia gue ejerce el cobalto sobre : el numerc de
hematies. hemoglobina, reticulocitos, indices hematoldgicos,
leucocitos, formula leucocitaria, etc.
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INFLUENCIA DEL COBALTO SOBRE EL NUMERO
DE HEMATIES

En el cuadro N? 1.y en la grafica I, se encuentran los da-
tos que hemos obtenido referentes a las variaciones del niime-
ro de hematies, en diez conejos que recibian diariamente 10
mgrs. de sulfato de cobalto por via intramuscular, Consig-
namos solamente datos de dos semanas, ya que es el tiempo
necesario para obtener maxima policitemia, pues si se prolon-
ga la administracidén por mas tiempo, no se observa mayor in-
cremento del nimero de hematies, que aquel alcanzado den-

INWLUENCIA SOBRE EL NUMERG DE HEMATIES
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GRAFICA I.—Demuestra el incremento de hematies por
efecto de la administracién diaria de cobalto en 10 cone-
jos de experiencia.

tro de los 12 o 14 dias. Se nota, que desde los primeros dias el
aumento de hematies es apreciable, y en la fotalidad de casos
la policitemia se desencadena. Es de remarcar, que en algu-
nos casos el numero de hematies inicial se encontraba muy
por debajo de lo normal, luego administrandoles el cobalto
respondian con gran aumento de hematies, por ejemplo : el
conejo N¢ 2, antes de la administracién de cobalto tenia
4.500,000, y a los pocos dias del tratamiento se nota un in-
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cremento de casi dos millones; en tanto, que cuando la ci-
fra inicial es mayor que lo normal, el alza de hematies era
moderada. En general, dentro de las dos semanas, hay un in-
cremento del numero de hematies que varia entre uno y me-
dio a dos y medio millones. Cuando cesa la administracion del
cobalto, la cifra de hematies va descendiendo poco a poco, has-
ta alcanzar valores cercanos al inicial, o sea antes de la ad-
ministracién del cobalto, esto en los animales que comenza-
ban con seis millones o mas; mientras que cuando aquellas
cifras eran menores, no se lograba, al cesar el tratamiento,
el retorno a las cifras iniciales, quediandose por encima de
ellas, dato muy interesante cuando se trata de aplicar este
hallazgo a la terapéutica humana.

En el grupo de animales que servian de control, los que
estaban sometidos a igual régimen alimenticio y colocados
en condiciones semejantes. no se llegd a observar, durante el
mismo periodo, alteraciones en el numero de hematies.

Si bien es clerto que el incremento del numero de hema-
ties, por efecto del cobalto, tiene una respuesta particular pa-
ra cada individuo. en resumen podemos afirmar que el au-
mento del numero de gloébulos rojos, observado en la totali-
dad de los animales, se debe exclusivamente a la accion del
cobalto y cuando ésta cesa, al suprimirse la administracion,
las cifras de hematies retornan a valores normales.

INFLUENCIA DEL COBALTO SOBRE LA HEMOGLOBINA

En los mismos conejos, utilizados para el estudio de la ac-
cion del cobalto sobre los hematies, simultaneamente se lle-
varon a cabo determinaciones de la hemoglobina, cuyos resul-
tados se encuentran en el cuadro N¢ 2 y representados en la
grafica II. Obselvamos que el incremento de hemoglobina es
real en todos los casos, desde 10s primeros dias de la adminis-
tracion del cobalto, alcanzando cifras maximas en los dias
cercanos a la segunda semana, pero el alza no es uniforme en
todos; hay pequenas variaciones de un animai al otro, asi en
algunos casos el aumento es de 2.40 grs. 7., mientras que en
algunos alcanza 5.35 grs. . Por otra parte, en algunos la
respuesta es lenta, pero de todos modos, alrededor de la se-
gunda semana el incremento es muy evidente. Cuando cesa
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la accidn del cobalto, la regresion a los valeres iniciales se rea-
liza gradualmente. Sucede lo mismo que con los hematies :
cuando se iniciaban los experimentos con cifras bajas de he-
moglobina, y luego se administraba cobalto hasta é.onseguir
alza maxima, después al suspender el cobalto, no se lograba
alcanzar las cifras iniciales, sino glgo mayores, En los anima-
les que servian de control no se llegé a observar variacién al-
guna de la hemoglobina, durante el mismo periodo de expe-
rimentacién.

VARIACIONES DE LA nB. EN LA FOLICITEMIA DEL COBLLTO

-— ANTLS

HEMOGLOBINA { fnks %)

1 2 3 a k) s T -3 9 (2] " (=g 13
DIAS
(DESPUELS CE LA ADMINISTRACION DE CQAALTOY.

GRAFICA II.—Incremento de hemoglobina, en conejos, por
administracion diaria de cobalto.

En resumen, la proporcién de hemoglobina aumenta en
el 100 % de los conejos sometidos a la administraciéon del co-
balto.

RELACION ENTRE AUMENTO DE HEMATIES Y
HEMOGLOBINA

Con el fin de conocer si el aumento de la hemoglobina co-
rre paralelamente al de los hematies, hemos utilizado los in-
dices hematoelogicos que relacionan en forma absoluta estos
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dos valores, expresando los pesos medios de hemoglobina por
hematies y el llamado indice de colcr o valor globular; en rea-
lidad, ambos indices aportan datos similares y cuyo resu-
men se encuentra en los cuadros N® 3, N? 4 y en la grafica
II1; para el calculo del valor de hematies y hemoglobina con
relacién a lo normal y expresade en tanto por ciento, se han
utilizado los datos que aparecen en los cuadros N® 5 y N¢ 6,
preparados de acuerdo a cifras medias de hematies y hemo-
globina en conejos normales.

HE. CORPUSCULL AR MEDIA EN MICROMICRTSRAMOS
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GRAFICA III.—Variaciones que se producen en la hemcglobina
corpuscular media por efecto de administracion diaria de cobalto.
(Experimezntos con 10 conejos).

Con el auxilio de estos recursos, observamos gue no hay
estrecho paralelismo entre el incremento de los hematies y
el de ia hemoglcbina, aunque las diferencias son muy peque-
nas, y a vaces no existe variacién; el alza de la hemoeglobina
es menor que el de los hematies en 70 %/ de los casos, mien-
tras que en el 30 4 restante no hay tal variacién al finali-
zar los experimentos. Por consiguiente, podemos decir que
la administracién de cobalto ocasiona ligera tendencia hacia
la hipccromia. Es de advertir que en la policitemia vera y
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otras, el aumento de hematies no corre paralelo al de hemo-
globina, existiendo ligera disminucién de estos indices, es
decir, tendencia a la hipocromia.

INFLUENCIA DEL COBALTO SOBRE LA LEUCOCITOSIS

Prosiguiendo nuestros estudios, en los mismos animales
utilizados para la policitemia por cobalto, se llevaron a cabo
determinaciones de los leucocitos para observar las variacio-
nes cuantitativas y cualitativas que pudieran presentarse. Una
primera dificultad radica en la diversidad de cifras que como
normales dan algunos autores (60 a '75). Nosotros, en los
diez conejos estudiados, encontramos valores que oscilan en-
tre 6,000 y 14,500 leucocitos por mma3., es decir, antes de la
administracién de cobalto, tal como puede apreciarse en el
cuadro N° 7. '

La accién del cobalto sobre los leucocitos en manos de
diversos investigadores ha dado resultados discordantes, de-
pendientes muchas veces de la especie animal utilizada; asi
Sutler (50) no halla variaciones apreciables en ratas y en co-
bayos, en tanto que la rana presenta una leucocitosis apre-
ciable después de la administracidon de cobalto. Otros (14,
46) no encuentran variaciones en la rata. Kleimberg (49) se-
nala resultados variables en los conejos, y Nicastro (76) halla
leucocitosis apreciable,

En el cuadro N° 7 estan consignados los resultados que
hemos obtenido de la accién del cobalto sobre el numero de
leucocitos. Observamos que no hay respuesta uniforme; asi,
mientras en algunos se produce una moderada leucocitosis,
en otros se presenta ligera leucopenia, y por ultimo, en cierto
numero de casos no existe variaciéon apreciable, duranie los
dias de experimentacion. Es de advertir que las muestras de
sangre se tomaban en las mananas, a la misma hora, tanto
antes como durante la administracion del cobalto, para eli-
minar asi las influencias extrafias que pudieran alterar el
numero de leucocitos.

En resumen, podemos decir que el cobalto no ejerce in-
fluencia sobre la cifra de leucocitos de la sangre circulante,
por lo menos, en los conejos que son animales de experimen-
tacion utilizados por nosotros.
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LA EOSINOFILIA POR EFECTO DEL COBALTO

Las alteraciones que experimenta la férmula leucocita-
ria por accidon del cobalto, han sido estudiadas por los autores
indicados anteriormente, y en general. los datos no son con-
cluyentes; asi, mientras algunos senalan monocitosis, otros
hallan linfocitosis, pero casi todos ellos han constatado eosi-
nofilia. Los estudios llevados a cabo por nosotros, revelan
que efectivamente las variaciones de neutréfilos, monccites
y linfocitos no son apreciables, en tanto que la eosinofilia se

AGCION DEL GOBALTO SOBRE LOS EOSINDFILOS

ECSINOFILOS (FOR 100 LEUCOCITOS )

(DESPUES OE LA ADMINISTRACICN DE CDBALTOI

GRAFRICA IV.—Demuestra, en conejos, el incremento de la eo-
sinofilia por efecto de administracién diaria de cobalto.

presenta en la totalidad de casos tal como puede verse en la
grafica IV, donde se observa que desde los primeros dias la
ecsinofilia hace su aparicién y se acentua posteriormente; en
la mayoria de casos, las cifras apenas alcanzan el 6 7 de
ecsinofilos, aungue un caso logra el 16 % y luego desciende
al 2 % .

En resumen, los conejos presentan eosinofilia constante
y moderada por accién del cobalto administrado.
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La interpretacion de la eosinofilia es bastante dificil, ya
que la misma fuhcion de los eosinéfilos en el organismo es des-
conocida, asi mismo se desconoce el mecanismo que explique
su incremento por efecto de una serie de procesos de diverso
origen. Kirk (77) sostiene que la eosinofilia tiene siempre una
base alérgica; pero.lo cierto es que una serie de autores (78,
79, 80, 81, 82, 83) han senalado eosinofilias con la llegada al
organismo de sustancias simples, no proteicas, como et alcan-
for, el tdsforo, el cobre, el mercurio, etc. y también por efec-
to de estados de asfixia parciales. Estudios recientes de Lands-
teiner (84) demuestran gue sustancias simples pueden ser con-
vertidas en alérgenos ¢ antigenos cuando se unen a proteinas
del propio organismo. La facil union del cobalto a ciertas pro-
teinas del organismo es evidente (véase Capitulo III), y asi
nos es factible admitir que tal seria el mecanismo por el cual
se explica la eosinofilia ocasionada por administraciéon de co-
balto. Es también verdad que en la policitemia vera y otras
existe una moderada eosinofilia.

INFLUENCIA DEL COBALTO SOBRE LOS RETICULOCITOS

El estudio de las alteraciones morfoldgicas del hematie
circulante, es un medio excelente para investigar el grado de
actividad de la médula 6sea. Entre estas alteraciones, la mas
frecuente e importante, es la reticulocitosis. En condiciones
fisiologicas normales la proporcion de reticulocitos es reduci-
da, tanto en el hombre como en los animales, pero puede au-
mentar debido a una serie de factores, indicando por lo ge-
neral una hematopoyesis acelerada. En algunos esfados pa-
tolégicos, la reticulocitosis es la respuesta a ciertos estimulos
representados por sustancias que hacian falta para una ade-
cuada elaboracion de hematies, asi, se observa reticulocitosis
en la anemia perniciosa, en las anemias por déficit de hierro;
en el primer caso previa administracion de extracto hepatico,
y en el segundo la de hierro. En estados hemorragicos tam-
bién es posible el aumento de reticulocitos, pero siempre que
exista material adecuado para la produccion de hematies. Pe-
ro en tanto que suben los hematies, el nlimero de reticulocitos
baja, salvo en ciertos casos con destruccidén crénica de eritro-
citos como sucede en la anemia hemolitica congénita de larga
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duracién. La reticulocitosis elevada puede presentarse no so-
lo en estados anémicos, sino también cuando el numero de
hematies es normal, debido a la accién, sobre la médula 6sea,
de ciertas sustancias quimicas como el arseniato de potasio,
cuyo mecanismo verdadero se desconoce (85).

Por consiguiente, la reticulocitosis no siempre es una res-
puesta ordenada, especifica y necesaria para el organismo.
Cuando el aumento de reticulocitos es pequeno, no tiene in-
fluencia apreciable en el alza de elementos rojos de la san-

CURYVA RETICULOCITARIA

RETICULOCITOS (MILES POR Mu3)

DIAS:
(DESPFUES DE LA ADMINISTRAGION DE COBALTO)

GRAFICA V.—Demuestra, en conejos, el aumento de reticulogi-

tos por administracién diaria de cobalto, La curva representa la

media dindmica del incremento de reticulocitos en 10 conejos de
experiencia.

gre circulante. En ciertos casos, el numero de células y hema-
ties inmaduros puede ser muy grande en la médula dsea, de-
bido a la acciéon de determinadas sustancias irritantes del
tejido eritroblastico, lo que puede causar la salida a circula-
cidn, de reticulocitos y hasta de elementos nucleados de la
serie roja.

El estudio de la reticulocitosis en la policitemia por el
cobalto, ha sido efectuado por algunos investigadores, ya ci-
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tados en el Capitulo I; algunos consideran util su investiga-
cion para apreciar el grado de hematopdyesis en esta clase de
experimentos (86). Nosotros hemos realizado tal estudio, co-
mo complemento a las ofras investigaciones efectuadas en los
mismos animales que se utilizaron para la determinaciéon de
hematies, hemoglobina, etc.; de tal modo, que para lo refe-
rente a detalles de los experimentos nos remitimos a la pri-
mera parte de este Capitulo. El numero de reticulocitos lo
hemos expresado en miles por milimetro cubico de sangre,

RETIKCULOCITOS — —
HEMATIES -
HEMOGLOBINA ———

400

@
T
ANTES DEL GO

MILL POR MM
MiL POR MMY
~
o
o

100

—

2 3 4 % & T 8B & 10 M 2 a3
NU_IERQ BOE ClIAS DE ADMINISTRAGHION DE CO

GRAFICA VI.—~Relacién que guardan entre si las variaciones de reticulo-
citos, hematies y hemoglobina por efecto de la administracion de cobalto
en conejos.

porque asi apreciamos mejor las variaciones cuantitativas.
Previamente se determinaron los valores normales.

En el cuadro N? 8 y en la grafica V estan resumidos
nuestros datos. Se observa, que desde los primeros dias de
la administracién de cobalto, el incremento de reticulocitos
es muy apreciable, a tal extremo que nosotros lo utilizamos,
en el Laboratorio, como un medio para la ensenanza, pues
bastan dos inyecciones de diez miligramos de sulfato de cobalto
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al conejo, o cantidades menores a la rata, para obtener una
buena proporcién de reticulados en la sangre circulante.
En los primeros dias de administracién del cobalto, cuan-
do el aumento de hematies aun es discreto, la reticulocitosis
se halla ya acentuada, para luego, en los dias subsiguientes,.
correr casi paralelamente a los hematies, tal como puede apre-
ciarse en la grafica VI, que representa el incremento de hema-
ties, hemoglobina y reticulocitos; se vé la curva de los reticulo-
citos que tiene un ascenso méas acentuado que en los hematies.

RELAGION ENTRE HEMATIES Y RETICULOCITOS
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RETICULOCITOS (MiLES POR Mu™)
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HEMATIES  {»ONES rOR wudl

GRAFICA VII.—Indica la relacién gue guardan entre si las va-

riaciones de reficulocitos y hematies, durante la policitemia
desencadenada en conejos por efecto del cobalto.

y éste mayor que la hemoglobina. Sin embargo, no siempre se
encuentra una relaciéon tan estrecha. La grafica VII represen-
ta la relacion entre aumento de reticulocitos y hematies en la
policitemia por cobalto, que corresponde a los diez conejos;
observamos que los reticulocitos aumentan en mayor propor-
cion que los hematies.

La reticulocitosis alcanza, en ciertos casos, cifras consi-
derables, cerca de un millén por mma3. Esta elevacion persiste
durante el tiempo en que los conejos reciben cobalto; cuan-—
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do cesa tal administracién, las cifras disminuyen paulatina-
mente. )

LOS NORMOBLASTOS EN LA POLICITEMIA
POR EL CGBALTO

Kleinberg (49), en conejos policitémicos por el cobalto,
a partir de la segunda semana, habia constatado en la san-
gre circulante ciertas alteraciones cromaticas de los hematies,
y la presencia de normoblastos en divisidon. Los investigado-
Tes que se han ocupado de esta policitemia en otros anima-
males, senalan la frecuencia con que se presentan alteracio-
nes de los hematies, tales como punteado basdéfilo, poliero-
masia y aparicion de elementos nucleados de la serie eritro-
citica, aumento de reticulocitos que ya hemos estudiado.

En nuestros experimentos, ha sido posible constatar la
presencia, sobre todo, de normoblastos ortocraomaticos, en la
sangre circulante de los conejos policitémicos, siendo su apa-
ricién precoz en unos, y algo tardia en otros, pero siempre
constante dentro de las dos semanas que duraban los expe-
rimentos. En el cuadro N? 9 se consignan los resultados ob-
tenidos; los normoblastos se han expresado en miles por mma3.
Se observa, en la mayoria de casos, que el incremento de los
normoblastos es progresiva, de acuerdo al grado de policite-
mia; pero, en otros, la relaciéon no es tan estrecha, para lo que
basta hacer la comparacioén con los datos del cuadro N®1, que
corresponde a los mismos conejos.

Respecto a la magnitud de la normoblastosis, se obser-
va que en algunos casos es moderada, mientras en ofros al-
canza cifras considerables.

Es indudable, que estas alteraciones corresponden a una
hiperactividad de la medula ésea, que permite la salida de cé-
lulas inmaduras a la circulacién general, representando la
normoblastosis, en este caso, un esfuerzo menos fisiolégico y
ordenado, si lo comparamos con la reticulocitcsis. En los es-
tudios histopatolégicos de la médula désea, que luego describi-
remos, se observa que la hiperactividad medular es sobre todo
de la serie normoblastica, sin sufrir mayores alteraciones la
serie mieloide; y ya hemos indicado en lo que respecta a los
leucocitos, que la influencia del cobalto es casi nula, asi co-
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mo la imposibili—dad de hallar en la sahgre circulante ele-
mentos jovenes de esta serie.

LAS PROTEINAS PLASMATICAS EN LA POLICITEMIA
POR EI. COBALTO

La determinacién de las proteinas en el plasma sangui-
1neo, es un recurso que nos permite medir en general los es-
tados de deshidratacion del organizmo, los que van acompa-
niados de una baja del volumen sanguineo y plasmatico, pér-
dida del peso corporal, alza relativa de hematies, hemoglo-
bina y hematocrito. En estas circunstancias, como solo ha
habido pérdida de agua y sales inorganicas, en especial clo-
ruro de sodio, la proporcion de proteinas aumenta en forma
marcada. Es bien sabido, que dichos estados, pueden ser
producidos por maultiples causas, entre las gue se citan la
introduccién al organismo de sustancias téxicas que ocaslo-
nan diarreas, vémitos, sudores, etc., originando pérdida de
liquidos del organismo. En el caso de la administracién de
cobalto, solo a altas dosis se han sefalado los trastornos in-
dicados; sin embargo, cuando la administracion se prolonga
por 4 o mas semanas, es frecuente observar diarreas pro-
fusas, como lo hemos indicado anteriormente. Es cierto que
en la policitemia por el cobalto, se ha demostrado aumento
real del volumen sanguineo, con aparicién de elementos joé-
venes de la serie roja, caracteres éstos que no existen en los
estados de deshidratacién y anhidremia; con todo, hemos
creido conveniente que la determinacion de las proteinas plas-
maticas, nos podria dar una prueba mas para asegurar que
los datos hematolégicos hallados, no corresponden a tales
circunstancias. Por otra parte, los estados de anhidremia
son siempre pasajeros, ya que el fluido extracelular, que en-
cierra el mas alto porcentaje de agua en el organismo, es ca-
paz de reponer el volumen sanguineo; aun mas si se tiene
en cuenta en estas condiciones, que al perder agua el plas-
ma la presion oncédtica aumenta.

La determinacién de las proteinas plasmaticas las lle-
vamos a cabo en ocho conejos sometidos al tratamiento por
cobalto. En el cuadro N° 10 se hallan los resultados obteni-
dos. Observamos que la cifra media de proteinas, antes de
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la administracién del cobalto, es de 5.81 gr. %¢; a los diez
dias, cuando la policitemia se va acentuando, alcanza a 5.83
grs. 4 ; a las dos semanas, es decir cuando la policifemia se
ha estabilizado, las proteinas llegan a 6.01 grs. ‘%. Si se
observan las cifras aisladamente, se nota que en algunos no
existe la pequena variacién senalada en los promedios, en
tanto que en otros se ve muy ligero y casi imperceptible in-
cremento.

CUADRO N 10
LA PROTEINEMIA EN LA POLICITEMIA POR COBALTO

PROTEINAS PLASMATICAS (grs. p. 100 em?.)

Dias después de administrar Co

CONEJOS
N Antes del Co ‘ 10 14
| |
1 w 5.85 5.83 . 5.83
2 \ 5.52 5.54 | 6.00
3 5.20 | 5.25 5.20
4 ‘ 5.83 : 5.9 5.90
5 5.60 \ 5.42 5.65
6 6.12 | 6.41 ‘ 6.70
7 5.94 583 . 5.94
8 ; 6.41 , 6.58 6.90
S —— . — | S
Promedios : \ 5.81 : SES I ES.O)

En verdad, existe un ligerisimo aumento de las protei-
nas plasméaticas en el curso de la policitemia por el cobalto,
pero de ningin modo podemos tener razén para pensar que
nos encontramos frente a estados de anhidremia o deshidra-
tacién, ya que en estas condiciones el incremento de protei-
nas seria muy marcado, es decir, alcanzaria a 7 y 8 grs. .
En nuestros experimentos, la diferencia entre el promedio
inicial, v el décimo dia de tratamiento es de 0.02 grs. ¢, va-
lor tan pequefio que puede considerarse como cero; a las dos
semanas de la administracion del cobalto, la diferencia es de
0.18 grs. 4, cifra fambién muy baja que no se presta a ma-
yores consideraciones.



224 ANALES DE LA FACULTAD

Los resultados obtenidos, nos permiten concluir dicien-
do que la policitemia por el cobaltc no es ocasionada por es-
tados de anhidremia o concentracién plasmaética, ya que se
podia pensar en el posible efecto tdxico del cobalto.

OTRAS INVESTIGACIONES

También hemos llevado a cabo una serie de investiga-
ciones hematologicas complementarias, cuyo resultado final
sera materia de una publicacién posterior, tanto porque en
algunos falta mayor numero de casos, como porgue su in-
terpretacion estd en estudio. Pero si podemos senalarlos
sin mayores comentarios.

El estudio del volumen globular por el hematocrito, utili-
zando micro-hemopipetas de Kato, nos revela aumento de
las cifras en forma progresiva, de acuerdo con el grado de po-
licitemia. El diametro de los hematies también aumenta
progresivamente, durante la administracién del cobalto. Con
estos datos estames en condiciones de estudiar todas las cons-
tantes hematoldgicas seguin Wintrobe. La determinacién de
la bilirrubinemia, en casos de policitemia por cobalto en cone-
jos, indica que en ningun momento la reaccién de Van den
Bergh se hace positiva (reaccién direcla e indirecta); el in-
dice ictérico no sufre alteraciones. En su oportunidad estu-
diaremos detenidamente estos hallazgos y les daremos la in-
terpretacion que juzguemos adecuada.

CAPITULO III
EL BAZO EN LA POLICITEMIA POR COBALTO

Uno de los problemas discutides en hematologia, es el
relacionado con la funcion que desempena el bazo en la forma-
ciébn de hematies. Hay quienes piensan que el bazo ejerce-
ria una accion inhibidora sobre la médula Osea, pero la ane-
mia que se presenta luego de extirparlo, va acompahada de
hematies jovenes, lo que haria suponer de algun papel que
desemperfiaria el bazo en la perfecta maduracién de glébulos
rojos (87). Estudios realizados por Cruz y colaboradores (88)
parecen confirmar esta Ultima idea, observandose que la nor-
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moblastosis en ratas anemizadas por carencia de hierro, es
mas notable en las esplenectomizadas; asi mismo, estos hema-
ties nucleados, aumentan con mayor intensidad en casos hu-
mancs que se acomparian de alteraciones esplénicas. Bar-
croft y otros (89) han sostenido que el bazo, en ciertos anima-
les (perro, caballo, gato), seria un reservorio de hematies pa-
ra satisfacer necesidades pasajeras, pero no asi en el hombre.
En realidad, parece que otros tejidos, en especial el linfoide,
podrian suplir la funcion del bazo, cuando éste no existe o se
le extirpa; asi, en la literatura meédica se constata, como he-
cho extraordinario, el caso indicado por nuestro Prof. el Dr.
Max Gonzales Olaechea (90) de un paciente fallecido de ti-
fus exantematico, y que a la autopsia se constatd ausencia del
bazo e hipertrofia del tejido linfoide. En conejos, la extirpa-
cién de este 6rgano trae consigo semejante transformacion,
sin mayor alteracion de la médula dsea (91).

Por la que antecede, nos encontramos ante un punto di-
ficil, puesto que la vida se hace posible ain en ausencia del
bazo, que su funcién en la hematopoyesis no esta definida, aun-
que su rol antinfeccioso parece probable de acuerdo con estu-
dios de Perla (91), haciendo resaltar el hecho de que el bazo
jugaria rol importante en la utilizacién del cobre por el orga-
nismo. Otros autores (92, 93) han confirmado este punto de
vista; parece que el cobre facilitaria el deposito de hierro en
el bazo, que el hierro por accién del cobre seria mas facilmen-
te utilizado para la formacion de hemoglobina, y que el hierro
resultante de la destruccidon de hematies iria entonces al
bazo (94); la extirpacién del bazo, segin Asher y Smith (91),
traeria aumento del depésito del hierro en el higado asi como
de su excrecién, aunque en los conejos, Lauda (91) no halla
tal aumento de eliminacion.

En lo referente a la relacién del bazo con los sindromes
policitémicos, debemos citar los trabajos de Cannon e Izquier-
do (95), quienes sostuvieron que los estimulos emocionales,
que la adrenalina y los estimulantes del simpéatico, hacen
cantraer el bazo liberando hematies; esto en ciertos ani-
males, pero no en el hombre (96). Lamson (97) habia de-
mostrade, hace muchos anos, que en la policitemia ocasionada
por la adrenalina, el bazo no jugaba rol alguno, ya que en los
animales esplenectomizados los resultades eran similares, cre-
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yendo por esto que el higado seria el que actuaba como reser-
‘vorio de hematies. Barcroft y otros (98, 99) sefialan que la
pelicitemia producida por varios agentes (adrenalina, baja
tension de oxigeno, etc.), era de menor grado en los animales
esplenectomizados. Recientemente, este discutide punto, ha
sido estudiado por Bock y Frenzel (100), quienes por ligadu-
ra de las venas esplénicas lograron baja de hematies, leucoci-
tos y plaguetas. llegando a recomendarlo en la policitemia ve-
ra, aunque desde hacia varios anos, la esplenectomia habia
-dado resultados desastrosos en dicha enfermedad (101).

POLIGITEMIA POR £L GOBALTO EN CONEJDS ESPLENECTOMIZADOS
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GRAFICA VIIL.—Demuestra que el incremznto de hemoglo-
bina y hematies, por efecto de administracién diaria de cobal-
to en conejos, no es influenciable por la esplenectomia.

Sobre el papel que pudiera desempenar el bazo en la po-
licitemia por el cobalto, debemos sefialar los experimentos de
‘Bernald (102), guien empleando ratas, observd que la poli-
citemia se presentaba soiamente en algunos casos mientras
en otros aparecia anemia. Orten, citado por Perla (91),
sostiene que la esplenectomia puede retardar la aparicion de
la policitemia por el cobalte, pero no la impide, salvo en las
ratas que presentaban Bartonella muris en los hematies, las
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que hacian cuadros anémicos. Por ser la rata un animal que
previa extirpacion del bazo presenta anemia por Bartonella
muris, resulta dificil la interpretacién de los resultados obte-
nidos en esta clase de experimentos. Por tal razén, hemos.
creido conveniente utilizar conejos a fin de observar si la es-
plenectomia era capaz de inhibir la aparicion de la policite-
mia por cobalto, ya que de esta manera obtendriamos un in-
dicio del rol que juega este 6rganc en los fendmenos de hema-
topoyesis. Con tal finalidad, se procedié a la esplenectomia.
de los conejos, y luego de una observacion hematoldgica has-
ta lograr estabilizar el numero de hematies y cantidad de
hemoglobina para descartar la ligera anemia gue sobrevie-

CUADRO N* 12

LEUCOCITOS EN LA POLICITEMIA FOR EL COBALTO. DE
CONE]JOS ESPLENECTOMIZADOS

LEUCOCITOS (miles por mm?.)

Dias después de administrar el Cobalde

CONEJOS | T
N® Antes
del Co 3 6 ‘ 10 j 14
1 8.0 s 12.0 80 160
2 65 75 70 85 | 85

ne después de estas intervenciones quirurgicas, administra-
mos el cobalto de igual manera que en los experimentos an-
teriores. Nuestros resultados se encuentran en el Cuadro
N? 11 y en la grafica VIII. Al comparar las curvas de he-
maties y de hemoglobina con aquellas obtenidas en anima-
les con bazo (graficas I y II), notamos que en realidad no
existen diferencias en la respuesta, y que la policitemia se
desencadena en ambos casos, por consiguiente, podemos de-
cir que la esplenectomia no ha interferido en lo absoluto la
accién del cobalto. En los conejos no se ha demostrado la.
aparicién de bartonellas después de la extirpacién del bazo,
y esta es la razdon por la que los resultados son mas ostensi-
bles y apreciables.
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Estos estudios nos llevan a descartar, una vez mas, cual-
quier rol que se quiera asignar al bazo en la produccidén de
la. policitemia por cobalto.

En lo que respecta a las alteraciones de los leucocitos,
en los conejos esplenectomizados (cuadro N© 12), se observa
alza de estos elementos, marcada en un caso y moderada en
el otro; pero, como hemos dicho en otra oportunidad, estas
variaciones pueden corresponder a las fisiologicas, ya que no
son de tal magnitud como para pensar en una influencia
efectiva del cobalto sobre los leucocitos. Sabemos también
que la extirpacién del bazo provoca hiperplasia del tejido lin-
foide, y la elevacién moderna que se observa puede ser una
manifestacién que acompana a dicha hiperplasia en su iniclo.

CAPITULO 1V

ACCION DEL EXTRACTO HEPATICO EN LA
POLICITEMIA POR EL COBALTO

En 1926 Minot y Murphy (103) demcstraron el efecto
benéfico que la administraciéon de higado ejercia en el tra-
tamiento de la anemia perniciosa; desde entonces se han su-
cedido una serie de investigaciones, que revelan la importan-
cia de este método curativo en otras anemias macrociticas,
especialmente en las que se originan por carencia del factor
intrinseco de Castle. EIl tratamiento a base de higado en otros
tipos de anemia, nunca ha dado resultados satisfactorios. En
sujetos normales se ha estudiado también la accidén de pre-
parados hepaticos; asi, Watking (104) obtiene ligeros esta-
dos de policitemia, mientras que otros investigadores (105,
106, 107) senalan efectos pasajeros o negativos. Stephan
(108) emplea higado en ciertos estados de policitemia y po-
liglobulia sintomaticos, logrando disminucién de los hema-
ties y hemoglobina hasta alcanzar valores normales, soste-
niendo que el higado contendria un principio activo, el cual
ejerceria accion inhibidora sobre la hematopoyesis exagerada.
Su empleo en la policitemia vera did resultados negativos en
manos de Mayor (109). Afios antes, Hanson y Marshall (110)
habian demostrado, que el extracto de higado era capaz de ha-
cer disminuir el nimero de hematies en las ratas policitémi-
cas por el sulfato de cobalte, no encontrando igual accién
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cuando empleaban higado fresco; mientras tanto, Anderson y
colaboradores (11) sostienen que la adicién de higado (extrac-
to o polvo) a la leche interviene en el mantenimiento de la po-
licitemia. Davis (112, 113, 114, 113), en la misma clase de
policitemia, pero empleando perros a los que ademadas adminis-
traba higado de cerdo a razdn de 75 grs. por dia, habia conse-
guido una reduccion del numero de hematies en el espacio de
dos a cuatro dias; semejante efecto habia obtenido también
con el extracto hepatico (0.5 cm.” equivalente a 165 grs. de hi-
gado fresco). Este autor sostiene que existia una hormona di-
ferente del principio antianémico, capaz de inhibir la exage-
rada actividad hematopoyética de la médula o6zea, y, que igual
facultad de inhibir ejercerian también algunos derivados de
la colina, especialmente el clorhidrato de colina, el nitrito
de sodio, no solo en la policitemia por cobalto, sino también
en la ccasionada por bajas presiones barométricas; el autor
cree que esta accidn inhibidora seria consecuencia de una va-
sodilatacion en la meédula 6sea, lo que permitiria un mayor
aporte de cxigeno. El empleo de la colina o del higado, en pa-
cientes con policitemia vera, ha dado resultados negati-
vos (116).

La afinidad del cobalto por el tejido hepatico ha sido de-
mostrada por varios investigadores (117, 118), quienes sostie-
nen que el cobalto se uniria a las proteinas hepaticas, y ade-
mas ce favereceria su eliminacion por ia bilis y por la orina (*).
Esta demostracion podria en parte explicar el posible efecto
depresor de los preparados hepaticos en la policitemia por
cobalto.

Pero realmente, hay datos contradictorios en lo referen-
te al modo de accién del extracto hepatico en la policitemia
por cchaltc, si bien es cierto que su poder nulo frente a la

{*)} Los estudios de Greemberg y colaboradores. han demostrado que una
de las vias de eliminacién del Co es la orica. Postcriormente Cepp v Greem-
berg {Nat. Acac. Sci., Vol. 27 @ 448; 194]1) sefalan : que cuando se administra
Co por via oral. solo en parte es absorbido por el tracio digestivo. pues la otra
se excreta con las heces. La porcidn que se absorbe es fijada por el higado en
gran proporcion. lo que hace scspechar de algin rol importznte que debe de-
sempefiar este érgano. Su eliminacién se rcaliza por la bilis y la orina.  Cuan-
do se le adiministra por via parental suceden fendmenos semejantes de fijacion
v se elimina por las mismas vias indicades.
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policitemia vera no admite discusion. Por estas razones he-
mos practicado algunos experimentos, utilizando conejos,
va que estos animales aun no se han ensayadc en estudios de
tal naturaleza. Nuestros trabajos se dirigieron hacia dos fi-
nalidades : primero, ver si el extracto hepatico, una vez produ-
cida la policitemia por el cobalto, era capaz de hacer dismi-
nuir el numero de hematies; y segundo, observar, si adminis-

AGCION DEL EXTRACTO DE HIGADRC SOBRE LA POLICITEMIA POR COBALTO
CON PGLICI
TEMiA POR
EL CORALTO EXT.DE HIGADO 4 COBALTO
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GRAFICA IX.—El extracto hepatico no altera el curso de la po-

licitemia por cobalto. se observa que tante la Hb como Jos hema-

ties se mantienen al mismo nivel antes y después de la adminis-

tracién de extracto hepatico, en conejos previémente hechos poli-
citémicos por cobalto.

trando higado mas cobalto, se lograba impedir la apariciéon
de la policitemia.

I. El cobalto era inyectado en las mismas condiciones
gue cuando realizamos los experimentos anteriores y se lle-
vaban a cabo determinaciones hematologicas hasta conseguir
la policitemia, para en ese momento iniciar la diaria adminis-
tracion de extracto hepdatico Lilly (1 cm.* igual a una Uni-
dad, de acuerdo con las especificaciones de la U. S. Pharm.
Antianemic Preparation and Advisory Board (119)) a la vez
que se continuaba administrando el sulfato de cobalto. En la
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grafica IX consignamos los resultados ubtenidos. Se observa
que la cifra de hematies, en la primera y segunda parte de los
experimentos, no sufre practicamente variacién alguna, es de-
cir, que la policitemia continuaba inalterable a pesar del tra-
tamiento higado méas ccbalto durante dos semanas. En lo re-
ferente a la hemoglobina, si bien es cierto que hay ligeras va-
riaciones, podemos decir que en realidad las cifras no varian
entre la policitemia previa y las obtenidas durante la adminis-
tracioén del extracto de higado. Podemos concluir diciendo que

INFLUENCIA DEL EXTRACTO OE HIGADO SOBRE LA POLICITEMIA POR COBALTQ
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GRAFICA X.—Demuestra que el extracto hepatico no tiene in-
fiuencia sobre la accién policitémica del cobalio, en lo que res-
pecta a Hb y hematies.

el extracto hepéatico no tiene influencia sobres la policitemia
ocasicnada por cobalto en los conejos, animales que hemos
empleado en nuestros estudios.

II. Con el objeto de investigar si el extracto de higado era
capaz de inhibir la accién del cobalto en la produccion de po-
licitemia, procedimos a la administracién diaria de extracto
hepatico més sulfato de cobalto a conejos normales; los re-
sultados estan representados en la grafica X. Observamos que
la policitemia se inicia todavia a partir del noveno dia, aun-
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que en los dias anteriores se nota un pequefio aumento del
numero de hematies, pero muy moderado si comparamos con
resultados obtenidos en la administracién de cobalto pura-
mente (ver grafica I); pero, a partir del noveno dia la polici-
temia se mantiene constante hasta el final de los experimen-
tos que fueron de 15 dias. En la misma grafica se halla la res-
puesta de la hemoglobina al tratamiento higado mas cobalto;
notamos que el alza de hemoglobina es algo mas apreciable,
aun ¢l tercer dia, para ir acentudndose en los subsiguientes
dias y luego estabilizarse a partir del penultimo dia de expe-
rimentacién. Podemos admitir que existe una respuesta mas
precoz, si comparamos con la obtenida en los hematies, pero
en ningun momento se observa la accidn inhibidora del ex-
tracto hepatico. Probablemente el rapido aumento de la he-
moglobina se debe al gran incremento de reticulocitos, que se
-observa desde los primeros dias, reticulocitosis no solo ocasio-
nada por el cobalto sino también por el extracto de higado,
que es capaz, segun algunos autores, de aumentar dichos ele-
mentos aun en animales normales.

La pequena influencia que ejerce el extracto hepatico, re-
tardando en forma muy moderada la aparicion de la poliei-
temia, tal vez, podria explicarse si admitimos la posibilidad
de que diche extracto formaria con el cobalto ciertos comple-
jos, suceptibles de ser eliminados mas facilmente por las vias
biliares y aun por la orina. Pero, esta accién es pasajera
ya que a partir del noveno dia la policitemia por el cobalto se
establece inalterablemente, a pesar de que se continta admi-
nistrando extracto hepético junto con el cobalto, por lo me-
nos, asi sucede en los conejos, que son animales con los que
hemos realizado nuestros experimentos.

CAPITULC V

ESTUDIOS ANATOMOPATOLOGICOS EN LA POLICITEMIA
POR EL COBALTO

La investigacion anatomopatolégica, tanto macroscopica
como microscopica, en los 6rganos de los conejos sacrificados
en pleno estado policitémico por cobalto, ha tenido doble fi-
nalidad; en piimer lugar, constatar si existian lesiones que
pudieran explicar el mecanismo de dicha policitemia; en se-
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gundo lugar, era interesante estudiar la aparicién posible, de
lesiones histologicas de naturaleza téxica por efecto del cobal-
to, ya que podiamos pensar en la utilizacién de este elemen-
to, en el tratamiento de ciertos estados anémicos en el hom-
bre. Estudios de tal naturaleza no se han llevado a cabo por
otros investigadores, salvo los practicados en la médula odsea.
Es de advertir, que la anatomia patologica de las policitemias
de otro origen, ha sido también poco estudiada; sin embargo,
en la enfermedad de Vaquez o policitemia vera existen datos
mas o menos completos, entre los que sefialamos los siguien-
tes : respecto a los trastornos circulatorios, se ha observado
distensién de los vasos sanguineos, ocasionada por el gran vo-
lumen de sangre, la que es capaz de producir aumento del ta-
mafo de ciertos érganos como el higado, ademas puede pro-
vocar verdaderos estados cirréticos (120); en el bazo se ha
demostrado, ademas del aumento de su volumen, infartos que
constituyen uno de los caracteres mas saltantes de dicha en-
fermedad (121); la plétora sanguinea se manifiesta también
por hemorragias masivas en la traquea, estémago e intesti-
nos, explicables no por discrasia sanguinea, sino por disten-
sién vascular, representando una de las causas mas frecuen-
tes de muerte (122); existe gran hiperplasia de la meédula
0sea, que se manifiesta por un color rojo oscuro o negro roji-
zo, de tal intensidad que hay conversion de la médula graso-
sa en roja como dice Hissfeld, citado por Harrop (122); la hi-
perplasia medular no solo es de la serie eritroblastica, sinc
también de la mieloide, notdndose a veces la presencia de ac-
tividad eritropoyética en tejidos como el bazc, higado, gan-
glios y pulmones; en las fases avanzadas se shiade esclerosis
especialmente de los huesos (123); Reznikoff (124), luego de
estudiar 135 casos de policitemia vera, encuentra engrosa-
miento de los capilares de la médula ésea, llegando en clertas
ocasiones a la fibrosis que puede alcanzar hasta las arterio-
las y arterias, lo cual le sugiere la posibilidad de un esta-
do de anoxemia en la médula dsea que provocaria su hi-
peractividad y, por consiguiente, la policitemia; Jaffe (125),
al realizar un estudio critico de éste y otros trabajos simila-
res, cree que en la enfermedad de Vaquez existe una hiperpla-
sia de todos los elementos de la médula 6sea (panmielopenia
de Askanazi), pero falta comprobarse si todos los casos de po-
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licitemia vera mostrarian fibrosis y, sobre todo, coémo se ex-
plicaria el no raro cambio de la policitemia en leucemia mie-
loide. En la policitemia tipo enfermedad de Ayerza, la lesion
predominante es la esclerosis de la arteria pulmonar con hi-
pertrofia del corazén derecho. La policitemia hiperténica de
Gaisbecek, se caracteriza por arterioesclerosis con hipertension
y nefritis (128). En la policitemia de la altura, Hurtado (127,
123), refiriéndose a los trabajos realizados por Weiss, encuen--
tra en la anatomia microscopica del pulmoén las alteraciones
siguientes : fibrosic arterio-capilar con esclerosis del parén-
quima pulmonar y congestién difusa de los capilares; Mori
Chavez (129, 130), en cobayos trasportados a la altura, en-
cuentra en el pulmon : trastornos de tipo congestivo y exuda-
tivo generalizado, llegando en los casos extremos al infarto y
la esplenizacion, mientras que en conejos no halla alteracio-
nes apreciables.

En la policitemia por el cobalto, debemos sefialar los es--
tudios de Mascherpa (133), quien administrando cobalto a pe-
rros normales obtiene policitemia, pero no llega a observar al-
teraciones de la médula Osea, mientras que en perros previa-
mente anemizados por medio de sangrias repetidas sin hierro,
la administracién de ccbhalto, no sélo hace la recuperacion de
hematies y hemoglobina, sino que existe hiperplasia de la mé-.
dula o¢sea; aumento de tamafio del bazo, y ninguna altera-
cién en el tejido reticulo endotelial. Marshall (131) no en-
cuentra alteraciones microscopicas en el higado de ratas po--
licitemica por cobalto. Kato (132) consigue policitemia con
la administracién de hierrc y cobalto en ratas hechas anémi-
cas por dieta lactea exclusiva, observando marcada hiperpla-
sia de los elementos hematopoyéticos de la médula d6sea, con
abundantes normoblastos, y disminucién de las células adipo--
sas. Mascherpa (133), estudiando la marcha que sigue el co-
balto administrado a conejos, encontrdé que su depdsito se lle-
vaba a cabo de preferencia en los pulmones, muy poco en el
higado, bazo, rifiones, y sin ocasionar lesiones patologicas, es--
tudios que han sido confirmados por Cannava (134).
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ANATOMIA PATGLOGICA DE LA POLICITEMIA POR EL
COBALTO EN CONEIOS

Vamos a hacer una somera descripeidn de datos, obteni-
dos en nuestros estudios, del examen macroscopico y micros-
copico de los dérganos de conejos en pleno estado de policite-
mia por el cobalto. refiriéndonos en especial a lesiones que
pueden interesar en nuestras investigaciones. En este resumen
concideramos : datos de los animales policitémicos sacrifica-
decs v autopsiados hallandose en buenas condiciones de salud,
y también de aquellos conejos que fallecieron expontanea-
mente estando en plena policitemia; estos ultimos presenta-
ban dias antes de morir, ciertos trastornos diarreicos y se no-
taba desmedro de la salud en forma acentuada; en la autop-
sia se constataba como causa inmediata de la muerte, hemo-
rragia peritoneal.

Examen macroscopico.—En el abdomen de los animales
sacrificados y autopsiados, encontramos congestién marcada
de los vasos mesentéricos, zonas de necrosis particularmente
en el intestino grueso; en los conejos fallecidos expontanea-
mente, ademés habia hemorragia peritoneal con coagulos or-
ganizadocs en la cavidad peritoneal, zonas de hemorragia en el
intestino delgado, y en los dias que precedian a la muerte, di-
¢hog animales, presentaban baja del numero de hematies y de
hemoglobina, aumento de la viscosidad sanguinea que dificul-
taba la toma de muestras, asi como tendencia a la aglutina-
cién de hematies en la solucion de Hayem. El rinén e higa-
do se encontraban muy congestionados, en algunos también
el pulmén y el bazo; en la mayoria de casos, estos dos ultimos
organos, se encontraban normales macroscopicamente. La
medula osea estaba muy roja, y a veces de un rojo oscuro no-
table, comparada ccn la-de animales normales.

La autopsia de los conejos previamente esplenectomizados
¥ que luego hicieron policitemia por el cobalto, presentaba al-
teraciones semejantes a las descritas en animales con bazo.

En general, la dilatacion vascular es constante, ya sea en
los animales fallecidos exponténeamente, o en los que eran sa-
-¢rificados para realizar la autopsia.
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Examen microscopico.—Estas investigaciones las hemos
realizado con auxilic de! Dr. Bloom, profesor de la Universi-
dad de Chicago, v del Dr. Jiménez Franco, Jefe de la Seccion
Anatomia Patolégica —Hospital Des de Mayo— de la Facultad
de Medicina de Lima. Como los resultados son casi idénticos,
me limitaré a la descripcion de las lesiones halladas en dife-
rentes 6rganos de los conejos policitémicos por el cobalto.

Higado.—La arquitectura del érgano en general con ca-
racteres normales, inclusive las vias biliares. Marcada sobre-
carga de glucogeno en las células hepaticas, especialmente en
la porcion central del lobulillo. No hay evidencia de hemato-
poyesis. Existen pequenos y discretos focos de congestion cen-
tro-lobulillar. No se constatan -sefiales de estados inflamato-
rios ni toéxicos.

Bazo.—Foliculos linfoides normales, un poco hiperplasti-
cos. Sinusoides dilatados y repletos de hematies. En diferen-
tes porciones del parénquima, se cbservan focos de metapla-
sia mielode, sin mostrar eritrocitopoyesis. No hay sobrecar-
ga pigmentaria.

Rinén.-—Discreta tumefaccién turbia a nivel de los tu-
bos contorneados. Glomeérulos, tejido conjuntivo y vascular
normales. No existe evidencia de hematopoyesis.

Pulmones.—Enteramente normales.

Médula 6seca.—El corte muestra muy poca granulocito-
peyesis, presentando en cambio gran predominio de la serie
roja, particularmente en sus ultimos estadios. Buena pro-
porcion de pigmento ferruginoso en los fagocitos. Practi-
camente, casi todos los megacariocitos se encuentran degene-
rados. - Los cortes no muestran lesiones inflamatorias ni to-
xicas, demostrables morfologicamente. Los mielogramas “im-
pronta’” de dos de los conejos son como sigue
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Conejo N? 1 Conejo N© 2

Mieloblastos . . . . . . . . .. 35 % 49
Mielccitos neutréfilos . . . . . 158 36
Mielocitos eosinodfiles . . . . . 27 12
- Mielocitos baséfilos . . . . . . 16 9
Metamielocitos neutrédfilos . . 62 48
Metamielocitos eosindfilos . . 87 4
Metamielocitos basdfilos . . . 2 0
Cayados . . . . . . . . . . .. 45 141
Segmentados . . . . . .. . . 43 145
Eosindfilos . . . . . . . . . .. 30 35
Basgofilos . . . . .. oL L. 3 0
Linfocitos . . . . . . . . . . . 14 22
Monocitos . . . . .. . L L. 0 0
48 104
Normoblastos . . . . . . . . . 423 341
Megsacariceitos . . . . . . . L 7 4
1,600 1,000

En resumen, como datos ancrmales en el estudio anato-
mo-patoloégico de los érganos de conejos policitémicos por el
cobalto, se encuentra ciertos focos de metaplasia mieloide en
el bazo. El estudio de la médula o6sea “impronta”, denota
gue estamos en presencia de una hiperplasia mieloide, con tan
marcado predominio de la serie roja, que casi se podria hablar
de una hiperplasia selectiva de esta serie. Por ultimo, debe-
mos sefialar que hay cierta alteracion degenerativa en el pro-
toplasma de los megacariocitos.

Es de notar que en ningun caso, aun en los fallecidos co-
mo consecuencia de la policiternia, se llegd & observar alte-
raciones tdéxicas ni de otro orden en los diversos oérganos exa-
minados.

SEGUNDA PARTE

CAPITULO VI

CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE LA INFLUENCIA
DEL ACIDO ASCORBICO EN LA HEMATOPOYESIS

Los estados de avitaminosis debidos a pobreza de acido as-
corbico en la alimentacidén, como el escorbuto, se hallan aso-
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ciados a trastornos sanguineos, siendo una de sus manifesta-
ciones la anemia que puede ser debida a hemorragias o, se-
gun algunos, a carencia misma del acido ascorbico. El papel
que desempena, esta vitamina, en la hematopoyesis es un
asunto muy discutido; se ignora si es o no indispensable en la
formacién de hematies.

En 1920, Hess (135) sostuvo que en el escorbuto no exis-
tian estados anémicos, v que en algunos casos habia encon-
trado policitemia. Meltier y colaboradores (136), luego de es-
tudiar cuidadosamente varios casos de escorbuto en el hom-
bre, creen que hay anemia asociada a esta enfermedad, con
alteraciones de la meédula ésea, que seria capaz de ser curada
con alimentos ricos en acido ascorbico, es decir, que éste ten-
dria efectos especiales en la eritropoyesis. E] mismo autor
(137), en el escorbuto experimental, utilizando cobayos, sena-
la anemia progresiva, con falta de maduracién de hematies en
la médula 6sea, que indicaria retardo de la eritropoyesis y co-
rregible con la administracién de acido ascérbico. Ohata (138),
en experimentos similares, constata baja de hematies y de he-
moglobina, junto con otros trastornos de orden quimico espe-
cialmente de los lipidos. Otros autores (139, 140) llegan a
resultados semejantes.

La posible relacion existente entre el acido asbérbico y
la eritropoyesis, ha sido investigada desde diversos puntos de
vista. Asi Kreitmair (141), en gatos amenizados por la sapo-
nina, observé que el acido ascoérbico ejercia una accién rege-
neradora de hematies, con aumento de hemoglobina y reticu-
locitos. La administracion diavia de 60 miligramos de esta vi-
tamina a individuos escorbuticos, trajo consigo alza de hema-
‘ties y de hemoglobina (142). Hay quienes sostienen que la he-
matcpoyesis no se realiza en ausencia del acido ascoérbico
(143), aunque otros creen gque no existiria relacién entre és-
te v la hematopoyesis (144), siendo ineficaz en el tratamien-
to de las anemias y leucemias. Por otra parte, en las leuce-
mias se ha senalado influencia favorable con la administra-
cidn de fuertes dosis de acido ascorbico (145), a la vez que se
han indicado resultados dramaéaticos en el tratamiento de la
agranulocitosis (146). En los conejos se ha obienido aumento
de leucocitos, mediante Ia administracion de Vitamina C
(147); también semejante efecto se ha observado sobre los he-
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maties (148), y un efecto estimulante sobre el sistema reticu-
lo endotelio (149).

Realmente no hay uniformidad en lo que respecta a la
precisa accion ejercida por el acido ascorbico sobre la hema-
topoyesis. Es cierto que estudios cuidadosos, realizados en el
cobayo que es el animal mas sensible al escorbuto, parecen de-
mostrar que juega algun papel en la regeneracién de hema-
ties y hemoglobina (150), pero esto en el hombre no ha side
comprobado de manera definitiva, ya que la regeneracién
sanguines. puede ser expontanea o estimulada por la admi-
nistracién de hierro (151). Hay todavia quienes piensan que
su papel no seria el de incrementar la produccién de hema-
ties, sino que su funcidén seria simplemente la de liberar a la
circulacion los reticulocitos de la médula dsea (152). La ac-
cién en el conejo parece manifestarse por un cierto estimu-
lo sobre la médula dsea, traducida por aparicién de seudoeo-
sindfilos en la sangre (153).

Parece bastante admisible la conclusion obtenida por cier-
tos investigadores (154), de que el acido ascérbico es nece-
sario en la hematopoyesis del cobayo, aunque el mecanismo de
su accion sea desconaocido.

El empleo del acido ascérbico asociado al hierro o al ex-
tracto hepatico en el tratamiento de diferentes tipos de ane-
mias secundarias y aun en la anemia perniciosa, parece ha-
ber dado resultados alentadores (155 a 160).

En las intoxicaciones por el plomo acompanadas de ane-
mia y otras alteraciones morfologicas de los hematies, se ha
constatado el efecto benéfico del acido ascérbico; asi mismo,
se ha observado que la accién nociva del plomo es mayor cuan-
do existe deficiencia de esta vitamina (161).

La existencia de ciertos estados anémicos que pueden atri-
buirse a déficit del dcido ascorbico (alimentacidon inadecuada,
absorcién defectuosa, rédpido consumo en el crganismo), pa-
recen tener fundamento. En estos casos es l6gico pensar que
el mayor aporte de dicha vitamina va a producir efectos be-
néficos. En la mayoria de casos, las anemias obedecen a cau-
sas multiples; por esto, el tratamiento combinado de hierro,
extracto hepatico y vitamina C, ha dado buenos resultados.

Hemos creido conveniente estudiar la accién del acido as-
corbico en relacion a la policitemia ocasionada por el cobal-



DE MEDICINA 241

to, ya que el rol que desempena dicha vitamina en la hema-
topoyesis es bastante discutido, y desprender de los estudios
que hemos resenado algunos resultados que aclaren el pro-
blema. Al igual que algunos trabajos consignados en capitu-
los anteriores, hemos publicado una no%a preliminar sobre es-
tas investigaciones, las que han sido ampliadas con posterio-
ridad, y el trabajo que ahora presentamos representa un es--
tudio detallado. :

Las investigaciones se orientaron bajo dos puntos de vis-
ta : En primeér lugar, estudiar el papel que desempena el acido-
ascorbico en la policitemia ocasionada por el cobalto. Y en
segundo término, constatar el efecto que produciria la admi-
nistracién conjunta del 4cido ascorbico y cobalto.

ACCION DEL ACIDO ASCORBICO EN LA POLICITEMIA
POR EL COBALTO

Métedo.—Se procedié en primer lugar a conseguir la po-
licitemia por cobalto en los conejos, utilizando exactamente
el mismo método empleado en los experimentos anteriores; lo-
grada ésta y constatada por los exdmenes hematologicos, se
iniciaba la administracion intramuscular diaria de 50 mili-
gramos de acido ascorbice en solucién acuosa, a la vez que se
continuaba con el tratamiento de sulfato de cobalto a igual
dosis que la empleada en producir la policitemia, es decir, 10
miligramos diarios. Esta doble administracién, de acido ascor--
bico mas cobalto, duraba diez dias, y luego se continuaba solo
con el cobalto; las determinaciones hematolégicas correspon-
dientes se llevaron a cabo durante ese tiempo. Estudiaremos
separadamente la accién del acido ascérbico sobre los hema--
ties, hemoglobina, reticulocitos, etc.

Accion scbre los hematies.—En la grafica XI hemos re-
presentado el resultado de nuestros experimentos, Observa-
mos que la accién del acido ascédrbico se ejerce de manera no-
table. pues la reduccidén de la policitemia es muy apreciable en.
la. totalidad de los experimentos, en algunos en forma tan
acentuada que los hematies disminuyen considerablemente
desde los primeros dias de administracion del acido ascorbico,
en otros la disminucién es moderada, pero en todos los casos:
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la policitemia desaparece, y la numeracién de hematies re-
toerna a sus valores iniciales, es decir, aquellos cbtenidos an-
tes de Ia policitemia. Es de anotar que dicha accién no es du-
radera, sino inmediata, ya que cuando se suspende la admi-
nistracién del acido ascorbico y se continua solamente con la
de cobalte, la policitemia reaparece con rapidez. En uno de
los conejos se observd el mismo comportamiento que en los
demas, pero al noveno dia habia hecho cierta policitemia, a pe-
sar del &cido ascorbico, lo que hace pensar en el predominio

ACGION DEL ACIDO ASCORBICO SOBRE LA POLICITEMIA QCASIONADA POR EL GOBALTO

CON POLICITE -
MiA POR EL
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GRAFICA XI.—Se observa que el acido ascérbico frena la
accién policitémica del cobalto, desapareciendo [a policitemia,
a pesar de continnarse administrando cobalto.

-de la accion policitémica del cobalto, En la mayoria de los
experimentos la reduccién del ntmero de hematies es nota-
ble, mientras el animal recibe vitamina C.

Por lo tanto, podemos decir que el acido ascérbico elimi-
na la accién policitémica del cobalto, pero dicho efecto no es
duradero, pues cuando se suspende la vitamina y se continua
s6lo con cobalto, la policitemia reaparece.

Debemos anotar que uno de los conejos, utilizados en es-
tos estudios, fué previamente esplenectcmizado y en la grafi-
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ca va marcado con * ; se observa que su comportamiento fué
semejante al de los animales con bazo.

Accion sobre la hemoglobina.—La determinacién de la
hemoglobina en los animales policitémicos y luego tratados
con acido ascorbico mas cobalto, nos proporciona datos que
no son muy equivalentes a los hallados en los hematies. Asi
vemos en la grafica XII que las cifras de hemoglobina se re-

ACGION DEL ACIDQ ASCORBIGO SOBRE LA POLICITEMIA OCASIONADA POR EL COBALTO

COM POLICI-
TEMIA POR
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GRAFICA XIlL.—Demuestra la accién del acido ascérbico que
frena la policitemia desencadenada por el cobaltc. se observa Ia
disminucién de la Hb.

ducen en todos los casos, pero no tanto como para alcanzar
los valores iniciales, antes de la policitemia; sin embargo, en
algunos la reduccién es acentuada aunque no alcanza ias
cifras iniciales. Es muy interesante observar que uno de los
conejos antes de recibir cobalto tenia solo 14.59 grs. % de he-
moglobina, después en plena policitemia alcanza 19.10 grs. % ;
con la administracién de acido ascorbico mas cobalto, se no-
ta moderaga reduccion al segundo dia, no asi en los subsi-
guientes, en que se observa alza apreciable.
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Cuando se suspende la administracion del acido ascér-
bico y se continlia solo con el cobalto, se observa que la he-
moglobina vuelve a subir de manera pronunciada, y en la ma-
yoria de casos las cifras sobrepasan a agquellas obtenidas en
la primera parte de los experimentos o sea en la policitemia
provocada por el cobalto Unicamente, salvo en el conejo es-
plenectomizado en que no se alcanzan cifras tan elevadas, 1o
que hablaria en favor de cierto papel que pudiera desempefiar
el bazo en el abastecimiento de material para la elaboracién
de hemoglobina.

AGCION DEL ACIDGC ASCOREICO SCBRE LA POLICITEMIA OCASIONADA POR EL COBALTQ

Lon PGLIqu-

TEMIA P

(E OOB?\.TD AC1 ASCORBILO + COBALTO COBALTY $SOLO
A

p——, —

RETICULQCITOS (WILES POR wud)
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GRAFICA XIN.—Accién det acido ascérbico disminuyendo la
reticulocitosis tipica de la policitemia por cobalto en conejos.

Accién sobre los reticulocitos.—El resumen de estos expe-
rimentos se halla en la grafica XII. Observamos, de un modo
general en los conejos policitémicos, que hay una disminu-
cion del numero de reticulocitos desde los primeros dias del
tratamiento acido ascérbico més cobalto, y permanece en es-
ta forma durante los dias de experimentacion, es decir, mien-
tras reciben la vitamina. La citada disminucién del numero
de reticulocitns no es tan acentuada, y no llega a alcanzar
las cifras iniciales que se habian obtenido antes de la polici-
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temia por cobalto, lo cual es légico, ya que los reticuiocitos
puestos en circulacién deben permanecer cierto tiempo, mas
0 mencs variable, para luego ser englobados como tales por el
sistema reticulo endotelio, 0 segun otros autores, para seguir
el ciclo y transformarse en hematies maduros en la propia san-
gre circulante. La baja se explicaria por influencia del aci-
do ascorbico que detendria la salida a circulacién de estos ele-
mentos inmaduros.

Resumiendo, podemos decir que en los conejos policitemi-
cos por cobalto, la reduccidn del numero de reticulocitos por
efectoc del tratamiento acido ascérbico mas cobalto es siem-
pre constante, con variaciones marcadas en algunos casos,
aunque no llegan a cifras tan bajas como las obtenidas antes
de la policitemia.

Accion sgbre los leucocitos.—En el cuadrc N° 13 resumi-
mes los datos referentes al estudio de la determinacién cuan-
titativa de los globulos blancos. Observamos que no existe in-
fluencia alguna del acido asedrbico sobre los leucocitos de co-
nejos policitémicos por cchalte. Las variaciones son tan irre-
gulares que no es posible deducir conclusion alguna.

Por lo tanto, podriamos decir que en los conejos policité-
micos por cobalto, los leucocitos no se hallan influenciados
por el tratamiento de vitamina C mas cobalto.

Accion sobre los eosinofilos.—En la policitemia por el co-
balto, como ya lo hemos indicado, se presenta una eosinofilia
mas o menos marcada y siempre constante. La administra-
cioén del acido ascorbico mas cobalto, en estas condiciones, oca-
siona marcada disminucién del niimero de eosindfilos, desa-
pareciendo rapidamente en algunos casos, mientras gue en
otros la disminucion es lenta. Estos datos estan consignados
en el Cuadro N? 14. Cuando se suspende la administraciéon del
acido ascdrbico y se continua sclo con la de cobalto, los eosi-
nofilos vuelven a aumentar. La interpretacién de tales varia-
clones la haremos posteriormente.

Accion sobre la relacion hemoglebina y hematies.—Con el
cbjeto de estudiar la influencia del 4cido ascorbico sobre 1os
indices de color y la hemoglobina corpuscular media, en co-
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nejos policitémicos por cobalto, hemos preparado los cuadros
N? 15 y N° 16. Constatamos que estos indices por efecto de la
vitamina C, en la mayoria experimentan moderada alza des-
de los primeros dias de administracién, siendo en algunos ca-
sos algo acentuada. Sabemos que el cobalto, al producir la
policitemnia, ocasiona moderada baja de estos indices; lo con-
trarit sucede cuando se administra acido ascérbico méas co-
balto a conejos policitémicos. Cuando se suspende el trata-
miento de acido ascorbico y se sigue con cobalto, observa-
mos que los indices tienden a bajar nuevamente en algunos
casos, y en otros persiste el alza sefalada.

La interpretacion de estos hechos se podria hacer si com-
paramos los datos obtenidos de 1a reticulccitesis en estas mis-
mas condiciones, cuestion ya estudiada anteriormente. En
efecto, hemos constatado que los reticulocitos bajan modera-
damente por efecto del dcido ascorbico, pero nc tanto como
para alcanzar valores iniciales, es decir, antes de la policite-
mia, mientras que los hematies si bajan hasta las cifras ini-
ciales, lo que se nota claramente en la grafica XI. Si admi-
timos que los reticulocitos y otras formas de hematies jove-
nes en circulacidn son mas ricos en hemoglobina, es facil com-
prender que estamos frente a una disminucién de hematies
en preporcion mas acentuada que la de reticulocitos ricos en
hemoglobina; de alli que los citados indices tengan tendencia
a subir. Es posible que el acido ascérbico inhiba la salida,
desde la médula dsea, de hematies maduros, menos ricos en he-
moglobina, cuestién sobre la gue insistiremos al ocuparnos del
mecanismo de accidén del acido ascérbico en la policitemia por
cobalto.

INFLUENCIA DEL ACIDO ASCCORBICO SOBRE LA ACCION -
DEL COBALTQ EN LA PRODUCCION DE POLICITEMIA

El segundo problema que nos habiamos planteado consis-
tia en observar si el dcido ascérbico era capaz de controlar la
accion del cobalto de aumentar el numero de hematies, he-
moglobina, reticulocitos, etc. Con tal finalidad, luego de rea-
lizar los examenes hematolégicos preliminares, los conejos re-
cibian diariamente 50 miligramos de 4cido ascérbico por via
intramuscular, durante 12 dias, a 1a vez que se hacia también
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la administracién diaria del cobalto a la dosis de 10 miligra-
mos. Los resultados obtenidos van a continuacion.

Influencia s=cbre los hematies.—Ya liemos demostrado
que el cobalto es capaz de provocar policitemia, desde los pri-
mercs dias de su administracién, pero en los experimentos que
ahora tratamos, ce observa que dicha accion queda inhibida.
durante el tiempo en que ademas se administra el acido ascér-
bico. En la grafica XTIV se hallan los resultados cbtenidos en
lo que respecta a hematies. Notamos, en la totalidad de casos,
que las cifras de hematies se conservan sin variacién y en al-
gunos hay ligera disminucién, si comparamos con los valores
iniciales. Es interesante anotar los casos en gue la cifra ini-
cial se encontraba alrededor de los 6 millones, que es normal
en conejos, la proporcion de hematies casi no sufre alteraciéon
por efecto del acide ascérbico mas cobalto, en tanto que cuan-
do las cifras eran superiores a los 7 millones, e observapa un
descenso indefectible hacia valores normales, algo asi 2omo si
el acide ascorbico tuviera el poder de regular la cifra de hema-
ties manteniéndola dentro de los limites normales. Pero tam-
bién observamos que esta accién inhibidora, no se ejerce de
manera permanente, ya que al décimo dia, en algunos, se pre-
sentan alzas del numero de hematies, pero que no alcanzan
a los 7 millones. En cuanto se suprime la administraciéon del
acido ascorbico y se continta solo la de cobalto, la policite-
mia hace su aparicidén; en estas condiciones el cobalto ejerce
todo su poder policitémico y en alguncs con tal intensidad,
que nunca se habia alcanzado en anteriores experimentos, al-
go ccmparable al retiro de un freno que hubiera contenido y-
acumulado tal poder.

En resumen, el acido ascorbico inhibe la accion del cobal-
to elevadora del nimero de hematies. Cuando se suprime di-
cha vitamina y se continuia con cobalto, entonces éste retor-
na a su acciéon policitémica con mayor intensidad.

Influencia sobre la hemoglobina.—Ei estudio de la in-
fluencia del Acido ascdrbico sobre la hemoglobina, en los mis-
maos animales, se encuentra resumido en la grafica XV. Ob-
servamos que, con el tratamiento de acido ascérbico mas co-
balto, en la mayoria de los casos, las cifras de hemoglobina.
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suben ligeramente, pero no en grado tan marcado como lo
-obtenido en animales que reciben cobalto solamente. Se nota
también que aquellcs animales en los que se comenzaba el
-experimento con cifras de hemoglobina muy superiores a la
normal, hacen un ligero descenso a los pocos dias del trata-
miento con vitamina C. En algunos casos, la cifra de hemo-
globina, luego de aumentar ligeramente, desciende casi has-
ta los valores iniciales, excepto en uno que parece no obede-
<cer a la influencia del acido ascorbico. En general el alza no

fNFLUENGIA DEL AGIDO ASCORBICO SOBRE LA ACCION DEL CQBALTO
€N LA PROGUCCION DE LA POLIGITEMIA

AL ASCORBICO + COBALTO COBALTO 5CGLO

L el

90
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GRAFICA XIV.—Variaciones de los hematies por accién
neutralizante del acido ascérbico sobre el efecto palicitémico
del cobalto.

-es tan marcada como la que se observa cuando se administra
so6lo cobalte. Una vez suspendida la administracién del aci-
‘do ascorbico y continuada unicamente con cobalto, notamos
gue las curvas de hemoglobina suben en todos los casos, al-
canzando cifras tan elevadas que nunca se habian presenta-
do en los experimentos senalados para la policitemia por co-
balto.

En conclusion, podemos decir que el acido ascorbico es ca-
paz de impedir la accién del cobalto elevadora de hemoglobi-
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na, pero no en forma absoluta como lo observado en el caso
de los hematies. Por lo tanto, con la hemoglobina encontra-
mes ciertas variaciones en el sentido de que el acido ascor-
bico no anula totalmente la accidn del cobalto, explicable tal
vez por €l hecho de que hay cierta liberacion de hematies ri-
cos en hemoglobina (reticulocitos, hematies basofilos, ete.),
no sucediendo lo mismo con los hematies maduros, cuestion
que tiene fundamento con los estudios que a continuacién des-
cribimos.

INFUENGIA DEL ACIOQ ASCORBICO S0BRE LA ACCION DEL €OBALTO
EN LA PRODUCCION DE LA POLICITEMIA

4C1 ASCCRBICO » COBALTO COBALTS SOLO

ANTES

4

HEMOGLOBINA (GRS 3

GRAFICA XV.—Variaciones de la hemoglobina por el efecto
neutralizante del acido ascérbico sobre la accién policitémica del
cobalto en cenejos.

Influencia sobre los reticulocitos.—En la grafica XVI se
halla el resumen de estos experimentos. Notamos que duran-
te la administraciéon del 4cido ascOrbico mas cobalto, duran-
te la primera semana las cifras de reticulocitos casi no sufren
variacién, salvo algunos que presentaban un ligero aumento,
en tanto que durante la segunda semana se observa alza en
todos los casos, v en algunos algo acentuada. Cuando se sus-
pende la administracion del acido ascérbico y se continua con
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el cobalto, las cifras de reticulocitos llegan a cantidades con-
siderables, hasta casi un millén en uno de los casos.

Pcdemos decir que el acido ascorbico ejerce una accion
inhibidora sobre el poder del cokalto de liberar grandes can-
tidades de reticulccitos, pero esta accidn es sdio temporal, ya
que protongando el tratamiento de acido wscorbico mas co-
balto, la reticulocitosis se presenta es grado moderado. Cuan-
do se suprime el tratamiento con vitamina C y se continua con
cobalto, la reticulecitosis ge desencadena en grado muy ele-
vado.

HFLUENCHA DEL ACI00 aSCOREBICO SOBRE LA AGCION DEL COBATD
EN LA PHODUCGION DE L& POLICITEMIA
ACH ASCORECO + GOBALTO COBALTO 50LD

— ANTES

£5 poR el
EE

[rarL

- CIks 2 4 & 8 i+ 12 1“4 6 k] 20 o i

GRAFICA XVIL—La reticulocitosis tipica de la policitermia
por cobalto no se manifiesta debido a la accién neutralizante
del acido ascoérbico.

Influencia sobre la relacion hemoglebina y hematies.—Las
variaciones que experimentan los indices de color y la hemo-
globina corpuscular media, por efecto del tratamiento acido
ascorbico mas cobalto, se encuentran en los cuadros N 17 y
N¢ 18. Observamos, de acuerdo con los datos obtenidos en lo
que respecta a hemogiobina, que existe moderada alza de di-
chos indices, en algunos desde los primeros dias de administra-
cion del acido ascorbico mas cobalto, en los otros después de los
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6 dias, pero de todos modos al llegar al décimo dia se nota que
los indices han subido apreciablemente en todos los casos..
Cuando cesa la administracién de la vitamina C y seguimos
con el cobalto, se cbserva que los indices bajan ligeramente;
Io mismo sucede en los casos tratados por cobalto solamen-
te y que se ha demostrado en capitulos anteriores.

TERCERA PARTE

CAPITULO VII

ESTUDIOS DE RESPIRACION CELULAR Y LA INFLUENCIA
DEL COBALTO

El estudio de la respiracion de los hematies es un recur-
so de técnica fina para juzgar la presencia de elementos jo-
venes de la serie roja en la sangre circulante, ya que los eri--
trocitos maduros son incavaces de respirar. Bs asi como War-
burg (162), en 1909 estudiando la respiracién de los hematies
en conejos normales, demostrdo que el consumo de oxigeno era.
casi nulo, Otros autores (163, 164) confirmaron estas observa-
ciones, llegando Wright (165) a creer que no respiraban. Re-
cientemente Ramsey y Warren (166), utilizendo también he-
maties de conejos, demostraron que existia cierta relacién en-
tre el numero de reticulocitos y la magnitud de respiracion,
requiriendo por lo menos un 0.5 % de reticulocitos para que
se aprecie el fendémeno. Los hematies ortocromaticos tienen
una velocidad respiratoria de 8.44 mm.3 de oxigeno gramo por
hora. Harrop y Guzman Barrén (167) (168), demostraron, en
el hombre y otros mamiferos, que la respiracion de los hematies
era muy reducida, excepto cuando existen células jovenes o
restos riucleares en circulacién; sostenian que en los eritrocitos
adultos, desaparecia una sustancia esencial para el mecanis—
mo respiratorio, ya que la adicién de ciertos colorantes vitales,
como el azul de metileno, hace recobrar a dichos hematies su
capacidad respiratoria, al igual que los elementos nucleados.
Kempner (169), utilizando aparatos de Barcroft-Warburg, ha
estudiado la influencia de los hematies nucleados en la res-
piracién de la sangre, demostrando en un caso de anemia eri-
troblastica, que los hematies nucleados tenian una capacidad.
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respiratoria 200 veces mayor que - los hematies maduros y 100
veces mas que los reticulocitos.

METODOS.—En el estudio de la respiracién de hematies,
médula y rifiones, hemos utilizado el aparato de micro-res-
piracion segun Barcroft-Warburg modificado por Winterstein
(170}, en cuyo depésito interior y sin contacto con la mues-
tra cuya respiracion se trata de investigar se pone 0.15 cm.* de
Solucion N de Hidréxido Potasio para que absorba el CO, des-
prendido durante la respiracion. En el pequefio vasito late-
ral, se coleca 0.2 cm.* solucién acuosa conteniendo 0.1 mili-
gramo sulfato de cobalto. En el vasito de Warburg se colo-
ca la emulsiéon de hematies u otros tejidos cuya respiracién
se trata de medir. El liquido utilizado para la emulsién era el
de Ringer, con 0.2 % de glucosa y tampon de fosfatos para
pH 7.4. :

Para los estudios de respiracién de hematies en los co-
nejos, la sangre era recogida, por puncién cardiaca, en un fras-
quito que contenia heparina como anticoagulante: en el caso
de sangre humana, se punzaba una vena d= la flexura del co-
do. La sangre era centrifugada, se eliminaba el plasma con
gran parte de leucocitos, y luego lecs hematies eran emulsiona-
dos en la solucién de Ringer indicada. Con el objeto de elimi-
nar la mayor cantidad posible de leucocitos que hubieran que-
dado en la emulsion, se filtraba a través de una columna de al-
godon, y luego se ajustaba el pH por medio del potencidmetro.
En la emulsidn resultante se llevaban a cabo los examenes
hematologicos siguientes : numeracion de hematies, Jeucoci-
tos, reticulocitos y hematies nucleados.

En el vasito de Warburg se colocaba 2 cm.* de esta emul-
sion de hematies, cuya respiracion se trataba de mediar an-
“tes y después de la adicion del coballo colocado en el vasitd
lateral. Los experimentos para hematies se realizaban utili-
zando un bafio perfectamente regulado a 37° C. La lectu-
ra del consumo de oxigeno se verificaba cada cinco minutos,
durante una hora,

El estudio comparativo de la respiracién de hematies, se
llevé a cabo en conejos normales y en counejos policitémicos
por cobaltc. En primer término se determinaba el consumo
-de oxigeno sin la adicién in-vitro del cobalto, durante una ho-
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ra. En segundo lugar, a la misma muestra, se afiadia el co-
balto, y determinabamos el consumo de oxigeno, cada cinco
‘minutos durante una hora.

En lo que respecta a la respiracion de 12 médula 6sea, ba-
zo, etc., la técnica varia. En primer lugar, todas las opera-
ciones se practicaban en una habitacién cuya temperatura
era mantenida a 37° C. Para estudiar la respiracidén en la mé-
dula osea, ésta se obtenia del hueso fémur y era colocada di-
rectamente, cantidad adecuada, en el vasito de Warburg que
de antemano contenia 2.5 ¢cm.* de solucién Ringer. Para te-
jidos como el bazo y rinon, se procedia a recibirlos en una so-
lucion de cloruro de sodio al 0.9 ‘% ; y utilizando una hojita
de mano se procedia a practicar cortes muy delgados, y de una
superficie aproximada de un em.?; tres de estos cortes se co-
lccaban en cada vasito de Warburg conteniendo 2.5 cm.* de
solucion Ringer. Al igual que para los hematies, se estudia-
‘ba la respiracion antes y después de la adicién de cobalto, ve-
rificando las lecturas cada cinco minutos por espacio de 30
a 60 minutoes, y siempre en la habitacién de 37° C mencionada.

De este modo se estudiaba la influencia del cobalto en
Ta respiragion de cada uno de los tejidos indicados, obtenidos
.de conejos normales y de policitémicos por cobalto.

RESPIRACION DE LOS HEMATIES
INFLUENCIA DE LOS RETICULOCITOS Y NORMOBLASTOS

De acuerdo con la técnica que acabamos de indicar he-
mos estudiado la respiracion de los hematies, tanto en cone-
jos normales como en los policitémicos por cobalto.

En el cuadro N? 19 se halla el resumen de los resultados
obtenidos. Cada cifra representa el promedic de tres o mas
experimentos en la misma muestra, que por lo general acu-
:saba valores casi idénticos. Las cifras de la segunda colum-
na, corresponden al nimero de hematies por mm.* de emul-
sién preparada de acuerdo a la técnica, en la que por medio
de las diluciones y filtraciones, se ha logrado casi eliminar 103
leucocitos y el plasma; por estas razones, la cuenta no repre-
senta el nimero real de hematies por mm.* de sangre; asi, en
conejos policitémicos se obtenfan de 7 a 8 millones de hema-
ties por mm.* de sangre, cifra que después de las operaciones
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mencionadas se reducia a valores que pueden verse en el cua-
dro mencionado. En la columna 5% se halla el consumo de oxi-
geno, expresado en mm.* por hora, y se observa que no existe
relacion entre el namero de hematies y el consumo de oxige-
no, lo que confirma una vez mas que la respiracion de los he-
maties maduros es casi nula.

En el mismo cuadro, se consignan las centidades de reti-
culocitos y normoblastos por mm.* de emulsién. Si compara-
mos las cifras de reticulocitos, con el consumo de oxigeno, se
observa que no existe relacion estrecha, aungue en algunos ca-

CUADRO N 19

INFLUENCIA DE LOS NORMOBLASTOS Y RETICULOCITOS
EN LA RESPIRACION SANGUINEA DE CONEJOS
POLICITEMICOS POR COBALTO

1 [ 1
HEMA- | RETICU- | NORMO- | mm®. de 0,

CONE]JOS
N | TES | LOCITOS | BLASTOS
| pormm® | por mm? | por mm?* } por hora
| \ \ L
Comtrol | 5200000 | 31200 | 0 45
Policit. 1 | 4600000 | 426,000 | 0 1.0
Policit. 2 | 3320000 | 166,000 99.600 | 1238
Policit. 3 | 2°300.000 } 98,000 } 46000 | 236
Policit. 4 | 3'630.000 ‘ 159,000 | 108000 | 920
Policit. 5 | 7'500.000 495000 | 150.000 446
Policit. 6 | 4'600.000 | 25.6 | 276000 | 68.1

S0s se ve gque a mayor numero de reticulocitos existe mayor
cantidad de oxigeno respirado.

En cuanto al numero de normoblastos, por lo general se
ve ciaramente que existe relacidén directa bastante estrecha.
con la cantidad de oxigeno consumido; asi, la sangre del co-
nejo control, sin normoblastos, registra la menor cantidad de
oxigeno respirado en esa serie, mientras que el policitémico N¢
5 con 150,000 normoblastos, que es lo mas alto en €l grupo,
acusa también el maximo consumo de oxigeno, o sea 68.1 mm.”
por hora; el policitémico N¢ 2 carece de normoblasfos, pero a
la vez tiene una minima cantidad de consumo del oxigeno. Er
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la grafica XVII se puede apreciar mejor esta relacion directa
entre el numero de normoblastos y la magnitud-respiratoria.

Al comparar los resultados del conejo control con el po-
licitémico N° 1, observamos que ambos carecen de normoblas-
tos, pero el policitémico ocasiona doble consumo de oxigeno,
lo que podria atribuirse a la gran cantidad de reticulocitos que
posee (420,000 p. mm.*).

(2]

308

O CONSUMIDD FOR HORA EN wm?

20

o P

) 30 100 13Q
NORMOBLASTOS EN MILES POR wus

GRAFICA XVII.—Relacién directa entre nimero de normoblastos
circulantes y consumo de oxigeno (capacidad respiratoria celular)
en la policitemia por cobalto.

En un caso humano de policitemia vera, se estudio la ca-
pacidad respiratoria sanguinea, observandose que el consu-
mo de oxigeno por hora era de 5.3 mm.* pero no presentaba
normochlastos, y el namero de reticulocitos era de 10,000 p.
mm.*, cifra mas baja que la del conejo control empleado en la
serie de nuestros experimentos.

Por Jas razones anotadas, podemos decir que existe in-
cremento de la capacidad respiratoria sangiiinea de los cone-
jos policitémicos por cobalto, lo que se debe en gran parte a
la presencia de hematies nucleados, y en menor cuantia a la
intervencion de los reticulocitos; no tiene ingerencia el au-
mento del numero de hematies adultos.



262 ANALES DE LA FACULTAD

ACCION DEL COBALTO SOBRE LA RESPIRACION
DE LOS HEMATIES

SU RELACION CON LOS NORMOBLASTOS

Con el objeto de conccer el papel que pudiera tener el co-
balto in-vitro sobre la capacidad respiratoria de los hematies,
reticulocitos y normoblastos, estudiamos la respiracién antes
y después de la adicién del cobalto, utilizando el aparato de
Barcroft-Warburg. Se media la respiracion de la emulsién du-
rante una hora, luego se anadia el cobalto y continuabamos
midiendo el consumo de oxigeno por otra hora.

CUADRO N 20
ACCION DEL COBALTO SOBRE LA RESPIRACION SANGUINEA.

SU RELACION CON LOS NORMOBLASTOS

mm* de O, por hora

CONEJOS Reticuloci- Normoblas- - Inhibicién

N tos p. mm¥. tos p.mm*  Antesdel Despuésdel. e
Co Co

Control 31.200 0 4.5 4.8 0
Policit. 1 426.000 0 11.0 ‘ 39 64.5
Policit. 2 . 166.000 99.600 12.8 0.8 ' 93.7
Policit 3 98.000 46,000 236 53 77.5
Policit. 4 159,000 108.000 44.6 4.1 90.8
Policit. 5 495.000 150.000 68.1 11.6 85.3
276.000 92,000 25.6 11.4 55.5

Policit. 6

Los resultados de estas investigacicnes estan resumidas
en el cuadro N® 20. Se han utilizado muestras de sangre de
un ccnejo normal, y de varios policitémicos. El consumo de
oxigeno estd expresado en mm.”. Se consigna también el nu-
mero de reticulocitos y de normoblastos en las emulsiones uti-
lizadas, a fin de observar si existia relacién entre el poder in-
hibidor del cobalto y el numero de dichos elementos. Obser-
vamos, en el conejo normal sin normoblastos y con pequena
proporcién de reticulocitos, que la capacidad respiratoria, an-
tes y después de la adicidn de cobalto, es casi la misma, es de-
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cir, que el cobalto no ejerce accion inhibidora de la respira-
cion sanguinea en conejos normales. Pero, no sucede lo mis-
mo en la sangre de los conejos policitémicos. pues en éstos se
advierte una inhibicién respiratoria que varia de 55.3 % a
93.7 ‘4, con una media de 83 ‘¢ de inhibicion.

S1 ahora tratamos de estudiar la correlacidon entre esta
capacidad inhibidora del cobalto, y la cantidad de reticuloci-
tos y normoblastos en las muestras, observamos en el conejo
policitémico N¢ 1, sin normoblastos y con fuerte proporcién
de reticulocitos, que la inhibicién alcanza al 64.5 %, mientras
que en los policitémicos N? 4 y 5 con fuerte proporcidon de nor-
mcblastos, la inhibicidn alcanza al 90.8 "4 y 85.3 % respecti-
vamente. Sin embargo, no se puede hablar e un estrecho pa-
ralelismo, ya que en el policitémico N? 2, con moderado nume-
ro de reticulocitos y regular proporcién de normoblastos, la
inhibicién alcanza la cifra maxima de la serie qu= es de 93.7'~ .

Podemos concluir diciendo que el cobalto in-vitro, es ca-
paz de inhibir la capacidad respiratoria de la sangre, pero en
el caso que las muestras contengan elementos jovenes de la
cerie roja, que son como acabamos de ver los que poseen mayor
poder respiratorio.

INFLUENCIA DEL COBALTO EN LA RESPIRACION DE
ALGUNOS TEJIDOS

Con el fin de averiguar si la accion del cobalto inhibidora
de la respiracion celular, era capaz de manifestarse en otros
tejidos, procedimos de acuerdo con el método senalado en la
primera parte de este capitulo, a estudiar la respiracién en la
médula 6sea y en el bazo, antes y después de la adicién del co-
balto. Hemos elegido estos dos drganos, porque el examen his-
tologico revela trastornos marcados en la medula dsea, y muy
moderados en el bazo.

Lo mismo que en los casos anteriores, las cifras consigna-
das representan la media de tres experimentos en cada uno de
éllos.

Influencia del cobalto en la respiracion de la médula osea

Los resultados se encuentran en el cuadro N° 21. En la
médula dsea, observamos que la inhibicién es en general mo-



264 ANALES DE LA FACULTAD

derada, si hacemos la comparacién con lo hallado en la san-
gre. Dicha inhibicion varia de 23.1 % a 64.5 %, con una me-
dia, para los conejos policitémicos, de 37.4 % de inhibicion,
en tanto que para el conejo normal es de 24.1 % . Se nota pues
mayor influencia del cobalto en la médula 6sea de los cone-
jos policitémicos, lo que se podria atribuir al gran incremen-
to de elementos celulares, especialmente de la serie roja, co-
mo lo indicado al ocuparnos de su histologia. Esto no quiere
decir que la inhibicién se ejerce en forma especifica para la
serie indicada, ya que no se ha estudiado la influencia del co-
balto sobre la serie blanca, en forma aislada, que nos hubiera
servido de comparacion.

CUADRO N* 21

INFLUENCIA DEL COBALTO SOBRE LA RESPIRACION DE LA
MEDULA QSEA

i © mm, de 0, por hora

ol

CONEJOS ‘ Antes del Co ‘ Después del Co } Inhibicién
N° | | e
T— |
| |
Normal } 324 24.6 24.1
Policit. 1 | 41.7 14.8 ‘ 645
Policit, 2| 26.8 ' (8.9 ! 29.5
Policit, 3 | 41.8 28.2 \ 32.5
Policit. 4 20.7 ‘ 15.9 | 23.1
Inhibicién en el conejo normal. de contrel . . . . . L. 24010 0
Inhibicién en conejos pclicitémicos. media . . . . . . . 37.4 &

Influencia del cobalto en la respiracion del bazo.—Si-
guiendo la misma técnica, hemos estudiado el efecto que ejer-
ce el cobalto in-vitro en la respiracién del bazo de conejos nor-
males y policitémicos. Los resultados se consignan en el cua-
dro N? 22. Se observa en general que la inhibicidén es mode-
rada; sin embargo, se advierte que la inhibicién del bazo en
el conejo normal alcanza la cifra de 17.9 %, en tanto que en
bazos de conejos policitémicos las cifras son méas bajas, varian-
do la inhibicion de 3.1 % a 9.1 % con una media de 6.1 4. La
explicacion de este fendmeno tal vez la podriamos hallar en
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el hecho senalado cuando nos ocupamos de los estudios his-
‘topatolégicos, pues vimos que el bazo presentaba foliculos lin-
foides un poco hiperplasticos, sinusoides repletos de hematies
y ademas dilatados; en diferentes porciones del parénquima,
se gbserva focos de metaplasia mieloide sin mostrar eritro-

CUADRO N+ 22

INFLUENCIA DEL COBALTO SCBRE LA RESPIRACION DEL BAZO

mm‘ de 0 por "hora |

Ne ‘ [ ) Inhibicién

CONEJOS Antes del Co | Después del Co | Yo
Normal 31.2 ‘ 25.6 ‘ 17.9
Policit. 1 ‘ 27.5 25.0 ‘ 9.1
Policit. 2 | 34.2 | 33.0 ‘ 35
Policit. 3 322 J 29.4 8.7
Policit. 4 | 41.5 f 40.2 _ 3.1
Inhibicién en ¢l conejo normal. de contrel . . . . . . . 179 %
Inhibicidn ep conejos pelicitémicos. media . . . . . . . 6.1 %

CUADRO N 23

INFLUENCIA TEL COBALTO SOBRE LA RESPIRACION
DEL BAZO DE RATA

‘mm?. de _03 por hora

RATAS N | } Inhibicién
N Antes del Co Después del Co 1 o
1 ‘ 37.0 38.8 ‘ 0
2 \ 48.0 48.8 l 0
3 25.0 1 26.8 0
4 : 28 9 \ - 30.0 0

citopoyesis. Es posible que esta hiperplasia linfoide junto con
1la metaplasia mieloide, hayan influido para que la accion in-
hipidora del cobalto se haya mostrade en pequeno grado, ya
que tal vez estos elementos han resistido al cobalto y han con-
tinuado respirando. Sin embargo, esta accién que ejerce el
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cobalto no es igual a lo que sucede en la rata, como puede ver-
se en el cuadro N? 23, en donde se resumeiz los experimentos.
realizados con el bazo de ratas normaies, donde puede obser-
varse que el ccbalto no ejerce accién inhibidora de la respira-
cidbn. Ya anteriormente, al estudiar la policitemia en los co-
nejos sin bazo, habiamos indicado que estos animales desa-
rrollaban la policifemia en la misma forma gue los conejos
con bazo, 1o que no sucsde en las ratas, las que después de la
extirpaciéon de dicho organo no presentan policitemia con la
administraciéon del cobalto, probablemente por la aparicién de
un sindrome anémico por la bartonella muris.

Con todo, este asunto se presta a futuras investigaciones.

CUARTA PARTE
DISCUSION
CAPITULO VIII

MECANISMO DE LA POLICITEMIA POR EL COBALTO

Consideraciones generales.—E] cobalto es uno de los ele-
mentos que se halla en el organismo como trazas. Sus propie-
dades biolégicas son poco conocidas. Es interesante anotar
algunas que pudieran ser de interés para nuestro estudio.

El cobalto llega al organismo con los alimentos, sea de
origen animal o vegetal o con el agua de bebida, en cantida-
des muy pequenas; se absorbe solo en parte a nivel del intes-
tino, ingresando a la circulacién para incorporarse en los di-
versos tejidos del organismo, de preferencia en el tejido hepéa-
tico. La excrecidén de cobalto, sea del que ha ingresado por
la via oral o parenteral, se efectia rapidamente en la siguien-
te proporcion : 90 4 por el rifidn y el resto por la bilis y mu-
cosa intestinal. No se conoce la cantidad de cobalto que el or-
ganismo humano puede retener, pero en la rata se ha halla-
do que es de 0.01 mgr. (171, 172, 173, 174 y 10).

El cobalto, al igual que el niguel y el manganeso, tiene
la propiedad de restablecer la actividad enzimatica de la ar-
ginasa, desviando el pH de su actividad de 9 a 7.7; posible-
mente formaria complejos cobalto-arginasa (175). St bien
es clerto que esta accidn, asi como su papel activante de enzi-
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mas como las fosfatasas, peptidasas, carboxilasas, ha sido ob-
servada en vitro, pero en el organismo no esta demostrado si
juega algun rol en los sistemas enzimaticos (175 a). El co-
balto es incapaz de actuar como catalista en la oxidacion de
la cisteina, pero unido a ésta, en forma de complejo, puede ac-
tuar como poderoso agente reductor a pH 7.5 a 8 (176). Es-
ta capacidad del cobalto de unirse a la cisteina, parece que le
permite a ésta, neutralizar la accidn téxica del cobalto. Ade-
mas el cobalto podria unirse a otros radicales sulfhidrilicos
en el organismo, pudiendo asi traer interferencias en el me-
canismo de los sistemas enziméaticos respiratorios en los cua-
les intervienen dichos radicales. Es interesante observar que
uno de los efectos toxicos del cobalto es la inhibicién del de-
sarrollo en las ratas, pero tal efecto puede ser neutralizado por
la cisteina (177). Se supone que la toxicidad del cobalto se
deberia a su gran conductibilidad (178). La accién toxica del
cobalto se ejerce entre otros tejidos, sobre el timo; a dosis fuer-
tes favorece la carioclasia y a débiles, la carioquinesis (179).
Su efecto danino para la fertilidad en las ratas es admitido
(183). La accién farmacologica del cobalto ha sido estudiada
desde hace mucho tiempo, siende la mas importante la vaso-
dilatadora; puede durar cincuenta minutos y si la adminis-
tracion es por via venosa se presentan trastornos nerviosos va-
riados : tremeor, corea, convulsiones, paresias, etc. Y s6lo a
dosis elevada logra ocasionar lesiones de indole téxica en los
organos (180, 181).

Su relacion con la formacidén sanguinea.—Desde que Walt-
ner (13) observo el aumento de hematies v hemoglobina por
efecto de la administracién de cobalto en las ratas, se ha tra-
tado de buscar la explicacién de este fendmeno. La posibili-
dad de que el cobalto pudiera intervenir en la constitucion de
la hemoglobina estd descartada. In-vitro el cobalto es capaz
de formar cobalto-porfirinas, cuya existencia en el organis-
mo animal o vegetal no esta comprobada, en tanto que las por-
firinas del hierro, cobre, magnesio, tales corno la hemoglobina,
citocromo, catalasa, peroxidasa, turacina, clorofila, ete, jue-
gan rol importante en la respiracién celular. El espectro de
las cobalto-porfirinas es caracteristico, lo que ha permitido su
identificacién (182). Aun en los animales con policitemia por
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ccbalto, no es posible identificarlo y su accidn probable se ejer-
ce en cantidades minimas, sin tendencia a acumularse en los
tejidos; sus propiedades biologicas se manifiestan sin el con-
curso de otros elementcs, dependiendo el efecto de las carac-
teristicas metabolicas de cada animal (10, 51, 183). Asi la
teoria de Mascherpa (45) de que el cobalto pudiera reempla-
zar al hierro en la formacién de la hemoglobina no tiene fun-
damento.

Una cuecstion interesante que merece atencién, es lo refe-
rente al rol del cobalto en lo que respecta a génesis de la he-
moglobina. Es bien sabido que el cobre parece tener rol esen-
cial en la formacién de hemoglobina, aunque no es constitu-
yente de su molécula; en las ratas, una alimentacién excen-
ta de cobre ocasiona anemia severa, solo curable con la admi-
nistraciéon de cobre; pero sucede algo particular con este me-
tal, puesto que en el organismo se haila bajo la forma de cu-
preinas; en los hematies y células hepaticas se encuentra for-
mando parte de la oxidasa del citocromo, por lo que su rol po-
dria explicarse mas facilmente. Se sugiere también que el co-
bre actuaria como catalizador permitiendo la mejor utiliza-
cidén de la hemosiderina (compuesto de hierro que se almace-
na en los tejidos), favoreciendo de esta manera la regenera-
cién de la hemoglobina (184, 185). Pero también tratandose
del cobalto no sucede tal cosa, pues no ha sido posible hallar-
lo en el organismo bajo forma de complejo alguno; tampoco
lo encontramos en la constitucién de las enzimas. Pero exis-
ten ciertos hechos relacionados con este problema; asi, en los
carneros scmetidos a régimen carente de cobalto, se origina
una anemia marcada, y es frecuente la hernosiderosis del hi-
gado, bazo, pancreas, etc.; la administraciéon de cobalto hace
desaparecey la anemia (186). Kato (183) ha demostrado en
ratas, que la administracién de hierro y cobalto trae consigo
poca acumulaciéon de hierro en el higado, sugiriendo que la
médula oGgea geria el lugar donde el cobalto ejerce mayor ac-
tividad, facilitando la mejor utilizacion del hierro. El cobal-
to aceleraria la actividad de los procesos oxidativos de la res-
piracién celular, tal vez bajo la forma de peroxidasa, jugando
1<l de prefercncia sobre el complejo hierro-porfirina. Orten y
otros investigadores (187, 188, 189) sostienen que el coubalto
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tiene efecto estimulantie en la regeneracion de la hemoglobina
v hematies de ratas que padecen estados anémicos provoca-
dos con dieta pobre en proteinas, o en perros con régimen
lacteo exclusivo. Pero en recientes investigaciones Robscheit
y Wipple (190) no estan de acuerdo con estas consideracio-
nes; aun mas, sostienen que el cobalto a altas concentracio-
nes puede inhibir la regeneracion de la hemoglobina que se
consigue con la ferapia de hierro exclusivamente. Otros in-
vestigadores creen que muchos de los resulfados discrepantes,
pueden ser debidos a las dosis de cobalto empleadas, las vias
de administracidn, especie animal utilizada para los experi-
mentos, etc.; la mayoria de investigadores sostienen que con
dosis adecuada el efecto policitémico es facil de conseguir y
que el aumento de esta doésis no es capaz de incrementar para-
lelamente el grado de policitemia; asi, al emplear dosis altas
se acarrean trastornos toxicos al animal (191, 192, 193, 194).
Podemos decir que esta probado que, la carencia de cobalto en
la alimentacién del carnero, ccasiona estados anémicos cu-
rables con administracion de cobalio; pero, estudios similares
llevados a cabo en perros, ratas, conejos, efc. no reportan igua-
les conclusiones. Posiblemente las dosis que requieren estos
animales, para su correcta nutricidn, sean fan pequefas que
no permiten verificarlas por medio de procedimientos analiti-
cos habituales; por tanto, no se podria asegurar que el cobal-
to es innecesario en la hematopoyesis (186, 196, 197) (188,
198 a). Recientes trabajos parecen demcostrar que el cobalto
es efectivo en la curacion de los estados cobalto-carenciales
del carnero, pero s6lo cuando se administra por via bucal, y co-
mo tales estados se presentan solo en los rumiantes, habria
que suponer que e} cobalto actuaria sobre algin micro-crga-
nismo localizado en el tubo digestivo, y no en la intimidad de
los organos del rumiante; que alli intervendria en los proce-
sos enzimaticos, y asi explicariamos por qué animales de otras
especies no sufren de dichos estados de deficiencia (198 a). In-
cudablemente este problema de nutricidn, en lo que respecta
al hombre, carece de importancia, ya gque en nuestra alimen-
tacion deben llegar con exceso, pequenisimas cantidades de co-
balto suficientes para las necesidades del organismo, tal co-
mo debe suceder con la mayoria de animales. En ciertas ane-



270 ANALES DE LA FACULTAD

mias de los niftos, la administracién de cobalto puede traer
incremento del numero de hematies y' nada de la cantidad de
hemoglobina (206, 198 b), en tanto que en el adulto los re-
sultados han cido negativos (198 ¢, 198d). Pero el problema
que nos interesa es cémo el cobalto logra provocar policite-
mia. Naturalmente gue la mayoria de investigadores dicen
que hay estimulo de la hematopoyesis, pero cual es el meca-
nismo de tal accion? El tejido donde se ejerceria esta accién,
para muchos investigadores, es la médula 6sea. Ya Mascher-
pa (45) habia senalado alteracilones regenerativas en la mé-
dula dsea y organos linfaticos, inclusive el bazo, en las polici-
temias por cobalto. Shultze, Myers, Marshall, Orten, ete. (204,
199, 110, 200) creen que el estimulo se llevaria a cabo en la mé-
dula o6sea, favoreciendo la produccién de hemoglobina y el me.
tabclismo de les hematies. Es indudable que a nivel de la mé-
dula oOsea se pueden verificar alteraciones regenerativas, so-
bre todo de la serie eritropoyética, en la policitemia por el co-
baltc, hecho también constatado por nosotros y sefialado por
Kato y Kleimberg (55, 132). Las causas que expliquen estos
trastornos no han podido ser senaladas en forma satisfacto-
ria. La posibilidad de que pudiera haber aumento de hemoli-
sig, con hiperbilirrubinemia correspondiente, que estimularia
a la vez la eritropoyesis (201, 202), no es posible admitirla al
menos en lo que respecta al conejo; ya hemos indicado noso-
tros, que no hay hiperbilirrubinemia en el curso de la polici-
temia por cobalto en dichos animales.

Si ahora revisamos las teorias gue tratan de explicar el
mecanismo de las policitemias de otro origen, con el fin de dar
explicacién al mecanismo de la policitemia por cobalto, nota-
mos que muchas de tales teorias no tienen fundamento que
satisfaga ampliamente. Se admite que las policitemias pue-
den ser relativas, transitorias y absolutas. En la primera hay
baja del volumen plasmatico, no hay aumento del volumen
sanguineo, ni signos de superproduceion sanguinea; la transi-
toria es ocasionada por estimulos conocidos, que arrojan a la
circulacion hematies de los depésitos del organismo (bazo, hi-
gado, etc.). Existen sustancias como la adrenalina, efedrina,
anfetamina, etc. que en conejos, perros, y en el hombre, son ca-
paces, por vasoconstriceion en la médula dsea, de acarrear es-
tados de hipoxia o anoxia y ocasionar policitemias con reticu-
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locitosis y signos de regeneracion sanguinea en la médula ésea.
La administracién de sustancias vaso-dilatadoras puede corre-
gir estos trastornos (203, 204, 205). En las policitemias absolu-
tas, con aumento de la masa total sanguinea, tenemos : a) la
eritremia, b) la eritracitosis. En la primera el estimulo es des-
conccido, hay signos de hiperplasia de todos los elementos de
lJa médula 0sea (enferm. de Vaquez-Osler), su causa se ignora,
aunque hay quienes sostienen que se deberia a fibrosis de los
vasos, en especial de las arterias y capilares de la médula 6sea,
ccasionando anoxia en dichos tejidos y la consiguiente respues-
ta compensadora; otros autores dudan de que en todos los ca-
sos de enfermedad de Vaquez-Osler existan tales lesiones vas-
culares (124, 125). E] segundo grupo de policitemias absolutas
estd representado por las llamadas eritrocitosis, cuyo estimu-
lo verdadero es conocido aunque variado. En todos los casos
hay anoxia y esfuerzo compensador para contrarrestar la re-
duccion de la capacidad de oxigenacién de la sangre y teji-
dos, originada sea por causas mecanicas que dificultan la oxi-
genacién sanguinea (enfermedad congénita del corazén, en-
fermedad de Ayerza, lesiones de esclerosis pulmonar) o las ori-
ginadas por sustancias quimicas diversas ({6sforo, mangane-
so, mercurio, bismuto, arsénico, diversos colorantes, dxido de
carbono, ete.) (122), traducidos en la mayoria por aumento del
numero de hematies, moderado incremento de la cantidad de
hemoglobina, algunas veces alteraciones regenerativas de la
meédula osea del tipo eritropoyético. En ciertos casos de ano-
xia como en la ocasionada por cianuro, no habria defecto de
oxigenacion sanguinea, la saturacién por oxigeno de la san-
gre venosa se aproxima a la arterial, el defecto radica en los
tejidos que estan incapacitados de tomar el oxigeno (anoxia
histotéxica), habria incapacidad del citociomo de unirse al
oxigeno, porque el citocromo-oxidasa que cataliza esta oxida-
cién se halla inhibido por el cianuro. En otras ocasiones las
sustancias pueden estabilizar al citocromo ya oxidado, no ce-
-diendo facilmente su oxigeno el substrato oxidable (es el efec-
to del alecohol, formol, acetona, ete.) (206, 207, 208). En la
eritremia de la “altura” ccasionada por baja presiéon baromeé-
trica, en cuyo estudio han contribuido en forma brillante los
investigadores peruanos, muy en especial Monge, Hurtado y
colaboradores, el déficit de oxigeno provoca una policitemia
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con aumento del volumen sanguineo y signos de hiperactivi-
dad de la medula osea (209 a 215a). Recientemente se ha ob-
servado en el cobayo sometido a bajas presiones barométri-
cas, que la recuperacion a cifras nonmales. de los hematies de-
pende del grado de disminucién de la hiperactividad de la mé-
dula osea, sin signos de destruccién hematica (216). En las
ascensiones bruscas a grandes alturas, se presenta con fre-
cuencia un sindrome especial, el soroche, cuya causa primor-
dial es la falta de oxigeno, pero al discutir la forma en que
este déficit actua, E. Guzman Barrén y colaboradores (217)
creen que habria disminucién de la capacidad de utilizar oxi-
geno por parte de los tejidos, ya que el transporte vascular del
oxigeno estd correcto, pero es probable que el transporte tisu-
lar (mio-hemoglobina, complejo citocromo) estaria alterado,
cuya eficacia es regulada por la corriente sanguinea y el es-
tado de los capilares. La participacion del mecanismo tisular
es también apoyado por Hurtado (218).

Ccomo se ve, hay una serie de sustancias y condiciones que
pueden originar la eritrocitosis, aun la supresién de elemen-
tos inorgénicos en la dieta, pero de alli a pensar que cada uno
de estos, por ese sélo hecho, pudiera desempenar algun papel
en la eritropoyesis resulta dificil de admitir, mucho menos tra-
tandose de sustancias que se hallan en el organismo en canti-
dades pequenisimas, ya que faltan pruebas experimentales que
faverezean este modo de pensar (219, 220).

DISCUSION

Los estudios que hemos llevado a cabo, utilizando cone-
jos como animales de experimenfacion, confirman el efecto
policitémico del cobalto que se manifiesta por incremento del
numerc de hematies y de la cantidad de hemoglobina, esta
ultima en menor proporeién que los hematies, por consiguien-
te los indices hematolégicos indican moderada hipocromia; co-
mo en los animales testigo no se observaron alteraciones he-
maticas de ninguna clase, se puede admitir que el efecto se
debia exclusivamente al cobalto. También hemos confirmado
que no existen variaciones del numero de leucocitos durante
los experimentos, lo que no sucede con la policiternia vera en
que la leucocitosis estd siempre presente y con variadas alte-
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r=ciones morfologicas de los leucccitos; mas bien, existe
cierta similifud con la policitemia de la “altura” en la que
no se presentan variaciones leucocitarias. La Unica alteracion
cualitativa observada en la policitemia por cobalto es la eo-
sinofilia. moderada y constante en todos los casos, pero la in-
terpretacion, al igual que la de otras eosinofilias, es dificil;
sin embargo, es posible que su origen radique en la accién to-
xica del cobalto sobre la médula désea, sea $6lo o unido a una
proteina que asi lo convertiria en un verdadero alergeno.

La proporcion de los reticulocitos estd aumentada, de ma-
nera constante, en la policitemia por cobalto; también se
encuentran normoblastos en la sangre circulante; esto es
prueba de la hiperactividad regenerativa de la médula oésea,
comprobada por el examen histolégico de dicho tejido, que
muestra marcada hiperplasia eritropoyética del tipo normo-
blastico. Estudios realizados por otros autores demuestran
que la policitemia es verdadera. Durante el curso de la poli-
citemia, nosotros hemos realizado determinaciones de las pro-
teinas totales plasmaticas, habiendo observado que no exis-
ten alteraciones significativas, deccartando asi la posibilidad
de una hemoconcentracién. Pero,. la finalidad esencial de
nuestro estudic ha consistido en buscar la explicaciéon del me-
canismo de dicha policitemia, ya que la revision de la biblio-
grafia al respecto, no proporciona una teoria satisfactoria.

Pensamos que el estudio de la respiracion celular, utili-
zando el aparato de Warburg-Barcroft, podria proporcionar
alguna luz. Por eso, estudiamos la respiracion de los hema-
ties en conejos normales y policitémicos, constatandose el ca-
si nulo consumo de oxigeno por los hematies normales, en tan-
to cue los globulos rojos de conejos policitémicos por cobal-
to mostraban acentuada respiracién. Este diferente compor-
tamiento, en lo que respecta a consumo de oxigeno, se rela-
ciona con la incapacidad respiratoria de los hematies madu-
ros, mientras que los inmaduros (normoblastos) y aun los re-
ticulocitos acusan capacidad respiratoria que se manifiesta
por un acentuado consumo de oxigeno. En esta form#&® de-
mostramos de manera fehaciente que la regeneracion medu-
lar es intensa en la policitemia por el cobalto. Estos indicios
de hiperactividad medular no es posible hallarlos en la poli-
citermia de la “‘altura”, tampoco en la ocasionada por adrena-
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lina, ni en pcolicitemia vera (97, 122), esto ultimo, confir-
madc por nosotros.

Tuego estudiamos la influencia del ccbalto in-vitro so-
bre la respiracion de los hematies en conejos normales y poli-
citémicos; de esta manera observamos que el cobalto inhibe
la respiracion celular, que tal inhibicién alcanza un promedio
de 85 ¢ y que el grado de inhibicién respiratoria esta en ra-
zOn directa de la cantidad de elementos nucleados presentes
en la muestra, tal como sucede con la sangre de animales poli-
citémicos. Estudios similares utilizando la médula 6sea de
ccnejos normales y policitémicos, demuestran que en los nor-
males la inhibicién alcanza un promedio de 24.1 %, y en los
policitémicos 37.4 ‘. Esta diferencia puede explicarse por el
necho de que la médula dsea de los policitémicos presenta hi-
perplasia eritropoyética exclusivamente, por consiguiente es
mas rica en elementos nucleados. Por otra parte, si compa-
ramos la inhibicién respiratoria ocasionada por el cobalto so-
bre la sangre y sobre la médula 6sea, observamos gue la inten-
sidad es menor en la médula 6sea debido probablemente a la
presencia, en eésta, de elementos celulares leucocitarios y tisu-
lares, los que posiblemente son influenciados por el cobalto.
Aun mas, los mecanismos inhibidores que posee el cobalto de-
ben estar escasos en dicho tejido. Este punto de vista queda
<onfirmado por el hecho de que la inhibicidén que ejerce el co-
balto sobre la respiracion del bazo en conejos policitémicos
alecanza apenas 6.1 %, en tanto que en el bazo de ratas nor-
males la inhibicion es nula. Por eso, parece que hubiera cier-
ta especificidad del cobalto para inhibir a los elementos jove-
nes de la serie roja, tanto en la sangre circulante como en la
‘médula 6sea. Por otro lado, los estudios histologicos de diver-
sos organos, nos han demostrado que, exceptuando la médu-
'la 6sea, no es posible hallar trastorno morfolégico alguno por
efecto toxico del cchalto a dosis utilizada por nosotros. No es
posible hallar cobalto en cantidades apreciables, en ningun
6rgano, incluyendo médula 6sea y sangre; esto induce a pen-
sar en que su accidén se ejerce en cantidades pequenisimas,
comparadas a lo que sucede con los catalizadores, inhibido-
res, etc. Cabe decir que su accidn debe ejercerse sobre algun
sistema enziméatico de la respiracion de los elementos nuclea-
-dos de la serie roja. El mecanismo de la policitemia por cobal-
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to se diferencia claramente de las otras policitemias; asi en
la policitemia por anoxia, los signos de regeneracién eritropo-
yéticas no son acentuados, y la poliglobulia se explica, en par-
te, por estar en juego las reservas de hematies almacenados;
pero hemos demostrado que la policitemia por el cobalto pue-
de producirse en animales sin bazo; por otra parte, la polici-
temia por cobalto es influenciada por el 4cido ascérbico, mien-
tras que la policitemia por baja tensién de oxigeno no es in-
fluenciable por esta vitamina. En la policitemia por cobaito
no hay disminucién del aporte de oxigeno hacia los tejidos;
tampoco existen lesiones vasculares como lo hallado en la po-
licitemia vera que tampoco es influenciable por el acido as-
corbico. También se diferencia de la policitemia ocasionada
por los vaso-constrictores (adrenalina, efedrina, etc.), que
es influenciada por los vaso-dilatadores, en tanto que la poli-
citemia por cobalto no se modifica mediante estos vaso-dila-
tadores.

Cabia la posibilidad de que la accién del cobalto podria
gjercerse sobre el principio hematinico que regula la madura-
cion de los eritrocitos; con esta mira realizamos experimen-
tos administrando altas dosis de extracto hepatico, perc no
obtuvimos influencia alguna sobre esta policitemia. En efec-
to, el extracto de higado, que es capaz de corregir las ane-
mias por déficit del principio hematinico, no impidié la apa-
ricién de la policitemia por el cobalte, ni fué capaz de corre-
girla una vez desencadenada.

Cabria revisar la posibilidad de que el cobalto pudiera
ejercer accion similar al cianuro que también acarrea, en do-
sis adecuadas signos de regeneracion medular y policitemia,
pero en dosis altas es de efecte contrario, toxico y mortal. Tam-
bién sabemos que el clanuro ejerce su accion sobre la enzima
citocromo-oxidasa de capital importancia en la respiracion
celular, es decir, incapacitando la unién del oxigeno al cito-
cromo. Por otro lado, en este grupo de anoxias histotdxicas,
tenemos las ocasionadas por el alechol, formol, acetona, etc.,
pero estos compuestos no actian sobre la enzima, sino direc-
tamente sobre el citocromo que se oxida de manera irreversi-
ble, es decir, se hace incapaz de ceder el oxigeno. Si analiza-
mos la posibilidad de que el cobalto pudiera ejercer influencia
scbre el sistema citocromo-oxidasa, debemos recordar, en
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primer lugar, los trabajos de Schultz (325) quien ha demos-
trado que en las policitemias por cobalto la actividad de la.
enzima citocromo-oxidasa se halla incrementada, al igual que
en otros casos de estimule medular (hemorragia severa, baja.
tensién de 0,, etc.), pero siempre que el suplemento de cobre
sea adecuado, pues a déficit de este elemento la policitemia.
por cobalto no se produce, requiriendo, por lo tanto, que la
actividad del citocromo-oxidasa esté a un nivel adecuado pa-
ra una correcta hematopoyesis, que a su vez depende del su-
plemento de cobre. En resumen, nada induce a pensar que el
cobalto pudiera ejercer alguna accidén estimulante e inhibi-
dora sobre la importante enzima citocromo-oxidasa de la res-
piracion celular. Nosotros pensamos que el efecto del cobalto.
es alterar ciertos sistemas enzimaticos en los que se encuen-
tra el grupo SH, y también a otros compuestos que poseen es-
te radical sulfhidrilico. Existen una serie de enzimas que po-
seen radical -SH; asi, tenemos en primer lugar las enzimas
hidroliticas que intervienen en el metabolismo de los carbohi-
dratos, proteinas y grasas, y en segundo término las enzimas
gue intervienen en procesos de oxido-reduccion celular. El
efecto del cobalio sobre el glutation, que posee radical -SH,
seria de particular interés, ya que este tripéptido se halla am-
pliamente repartido y una de sus funciones es justamente
mantener la actividad de las enzimas que poseen el grupo
-SH, a la vez, debe jugar rol en la conservacion del potencial
bxido-reductor conveniente a la funcion celuiar. Los oxidantes
inhiben la actividad enzimatica de enzimas que poseen radical
~SH; pues bien, si consideramos al cobalto como agente oxi-
dante, por este mecanismo podriamos explicar su accion in-
hibidora sobre dichas enzimas y compuestos que poseen el
grupo -SH. No podriamos especificar sobre que enzimas con
radical -SH actua el cobalto, tema que nos proponemos estu-
diar pronto, pero contamos con ciertas pruebas demostrativas
de que actia sobre los compuestos sulfhidrilados. Esta de-
mostrado que es posible la formacién del complejo cobalto-cis--
teina; también la cisteina, la cistina y la metionina son capa-
ces de neutralizar el efecto del cobalto sobre el desarrollo y fer-
tilidad de las ratas. Es factible que estos compuestos puedan
actuar restableciendo la actividad de las enzimas inhibidas
por el cobalto, aunque por si solos, dichos compuestos sulfhi-
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drilados, en especial el glutation, juegan rol importante en el
tejido hematopoyético, y recordemos la elevada concentracion
del glutation en los elementos de la serie eritropoyética. Por
otro lado, la interferencia que ocasiona el Co en la respiracién
celular, podria explicarse en el sentido de alterar el potencial
de oxido-reduccién; en efecto, la célula para respirar correc-
tamente, requiere una relacién constante entre oxidantes y
reductores electromotivamente activos, es decir, un potencial
redox cercano a la neutralidad. Asi Brooks (326) ha indica-
do que en la intoxicacion por el cianuro, baja el potencial re-
dox; la adicion de sustancias de alto potencial redox, como el
azul de metileno, logra restablecer el potencial éxido-reduc-
tor conveniente para la respiracién celular, quedando neutra-
lizada la accion téxica del cianurc. Ahora bien, Swann
(32'7), ha senalado que el sulfato de ccbalto actiia como un
oxidante enérgico y seria asi factible que contribuyera a
alterar el potencial oOxido-reductor oOptimo para que la cé-
Iula respire; la llegada de reductores, como el acido ascor-
bice, puede restablecer el equilibrio alterado, tal como su-
cede en las policitermias por el cobalto. Los experimentos que
sobre respiracién celular hemos realizado, demuestran el efec-
to inhibidor acentuado que el cobalto ejerce sobre los hema-
ties circulantes (maduros, y en especial jovenes), el que rea-
liza scbre otros elementos celulares es nulo o moderado, ex-
cepcién del bazo en el que se observan centros eritrogénicos
en la policitermia por el cobalte. Esta especificidad no es es-
trecha, ya que a dosis elevadas su efecto se puede manifestar
en otros érgancs, y en los mismos centros hematopoyéticos en
dichas dosis puede llegar a inhibir en tal forma que aun la
fcrmacion de la hemoglobina se detiene. Inhibida la respira-
cién de los hematies jovenes por el cobalto estos lograrian ser
lanzados a la circulacién general muy particularmente los ele-
mentos reticulados, ocasionando la policitemia con caracteris-
ticas peculiares, muy distintas de las ocasionadas por otros
mecanismos. La intensa regeneracién de la médula dsea re-
presentaria un esfuerzo compensador, dada la alteracion que
se ha ocasionado a los mecanismos respiratorios de las células
que lo integran. En la discusién del probable mecanismo de
accién del acido ascorbico, completaremos nuestro pensamien-
to con relacién a este tema. Pero debemos dejar establecido
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que nuestra hipdtesis; si bien tiene algunas bases experimen-
tales, para ser sostenida en forma definitiva, necesitaria mas
amplia comprobacion.

CAPITULO IX

MECANISMO DE LA ACCION DEL ACIDO ASCORBICO EN
LAS POLICITEMIAS OCASIONADAS POR EL COBALTO

Consideraciones generales.—Antes de abordar el tema,
creemos necesario hacer una somera revision de las principa-
les prcpiedades del acido ascorbico. Sin embargo, debemos
adelantar que a pesar de numerosisimas investigaciones, po-
co sabemos del rol efectivo que desempefa esta vitamina en el
organismo animal,

En los tejidos y liquidos de origen animal, el 4cido ascor-
bico se halla, sobre todo, bajo la forma reducida, debido a di-
versos  mecanismos - protectores que inhiben su oxidacién, o
también por reduccién del dcido ascorbico oxidado. Entre estos
protectores, los de mayor importancia son las proteinas, el
glutation, otros compuestos con radical sulfhidrilo, pu-
rinas, creatinins, etc. Los extractos de diversos érgancs (hi-
gado, rinodn, cerebro, suprarrenales) a un pH 7.2, son capaces
de inhibir el poder catalitico del cobre en la oxidacién del aci-
de ascorbico. Esta accién del cobre, de la hemina y hemocro-
mégenes, in-vitro, es inhibida por dichas sustancias protecto-
ras, posiblemente formando complejos con dicho metal. In-vi-
tro, la accion catalizadora de los metales en la oxidacion del
Acido ascorbico es variable, asi el cobalto es unc de los menos
activos, y en ningun caso la reaccién es reversible (219, 224,
225). En la sangre, existiria una enzima capaz de reducir el
dcido ascorhico oxidado (218, 220, 221, 222; 253, 284). EI aci-
do ascodrbico cxidado se denomina acido dehidroascdrbico. Si
a un animal administramos acido dehidroascédrbico, se obser-
va que parte de éste se excreta como tal, otra parte es reduci-
do sobre todo en el higado, y una parte se degrada formando
acido diketogulénico que no es reversible y se excreta como
tal. Parece gue in-vitro, no existen pruebas demcstrativas de
la reversibilidad de la reaccidn : acido ascoérbico = acido de-
hidroascorbico, aungque hay quienes sostienen que el sistema
es reversible. Por ctra parte, parece demostrado que el acido
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ascorbico no interviene como grupo prostético de enzimas, pe-
ro su conexién potencial con ciertos sistemas enzimaticos es-
ta probada, sobve todo, de ciertas enzimas hidroliticas y si la
reversibilidad del -sistema acido ascérbico = acido dehidroas-
corbico existe, podria funcionar como trasportador de hidré-
geno o como un regulador del potencial éxido-reductor en las
células, aunque a altas concentraciones, dicha vitamina se ha
demostrado incapaz de tal funcidén, sobre todo, cuando los sis-
temas enzimaticos estdn en su actividad normal. Lo cierto es
gue s0lo hay posibilidad de que actie como agente protector
de sistemas enzimaticos mas importantes o de trasportador de
hidrogeno. Si bien es verdad, que experimentos in-vitro, rea-
lizados por investigadores de hace algunos anos, parecian de-
mestrar que el acido ascoOrbico incrementaba los procesos de
¢xido-reduccién y en general el metabolismo celular (236, 237,
238), v que los tejidos de animales escorbuticos, mostra-
ban baja del consumo de oxigeno corregibles por la admi-
nistracién de dicha vitamina (233, 234, 235). experimen-
tcs mas recientes niegan estas aseveraciones (250, 251). Asi
mismo la posible oxidacién del acido ascérbico por accion de
alguna deshidrogenasa y la prcbabilidad de que actue como
un catalizador intermediario entre metabolitos y el oxigeno,
no parecen ser ciertos (243, 244, 245).

Sin embargo, el papel que como activador posee el acido
agcorbico sobre ciertas enzimas es admitido, al menos en lo que
respecta a la papaina, catalasa, ureasa, fosfatasa, deshidroge-
nasa, arginasa, citocromo-oxidasa, etc. ‘En el escorbuto, dis-
minuye la actividad de ciertas enzimas, en particular de la
estearasa, pareciendo actuar como coenzima. KXing (241) ha
demcstrado que no hay posibilidad de que el acido ascorbico
actle como coenzima o formando parte en algura forma de
las enzimas, pero en los animales escorbuticos se observa dis-
minucién de la estearasa hepatica, deshidrogenasa, succinasa
muscular y moderada del citocromo-oxidasa muscular. Es
también interesante observar que la accién de ciertos inhibi-
dores es neutralizada por el acido ascorbico; asi sucede con el
oro y arsénico sobre la colino-estearasa; también protege a mu-
chas enzimas (pepsina, fosfatasa, etc.) (241, 242, 296, 285)
de su inactivacion por los rayos ultravioleta.
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Si bien es clerto, que en los vegetales existe una enzima
(complejo proteina-cobre) capaz de oxidar al acido ascorbico
y también la poli-fenol-oxidasa y la peroxidasa (246, 247, 248),
en los tejidos animales no parece existir tal enzima, pero se
cree que en el bazo, la peroxidasa, en presencia del peroxido
de hidrégeno, es capaz de realizar su oxidacién, no sucedien-
do tal en otros organos como el higado, rifidén, etc. Se ha de-
mostrado que el sistema citocromo C-citoeromo-oxidasa es ca-
paz de catalizar la oxidacién del Aacido ascérbico, pero los
componentes de dicho sistema, en forma aislada, no son capa-
ces de tal accidn (244).

El potencial de o6xido-reduccion de la sangre normal se
halla entre -90 a -110 m. v, pero en sujetos enfermos alcanza a
-60 y -70, en casos severos llega hasta -50-m. v. La inyeccién
de acido ascoérbico, de cisteina mas acido glutdmico o hipo-
sulfito de sodic, es capaz de aumentar tal potencial (248 a).
Asi mismo se ha observado que después de la inyeccion de 50
mgs. de acido ascorbico por Kg. de peso corporal, el potencial
oxido-reduccion de todos los 6rganos baja, pero el del higado
aumenta luego de una disminucién ligera; la primera fase
(baja) se deberia a su fuerte accion reductora, y la segunda
fase (aumento) a la accién protectora del 4cido ascérbico so-
bre la oxidacion, al actuar las enzimas respiratorias (248 b).

Parece confirmada la idea de que en el organismo (ani-
mal y vegetal) el acido ascérbico no sélo se hallaria libre, sino
en parte unido a proteinas, que asi representaria una reser-
va, 0 a otras sustancias (el ascorbigeno), aunque la composi-
cién exacta de este compuesto se desconoce, y también la de
cierta forma compleja que se elimina en parte por el rinon
(2686, 227, 286).

Hay que admitir, aunque sin explicacién satisfactoria
(228, 229) (286, 287), la accidén catalizadora del acido ascor-
bico en ciertas reacciones de sintesis (reducciones, polimeri-
zaciones) ya intra o extracelularmente; accidn que es refor-
zada por la disminucion de glucogeno en las deficiencias de
vitamina C, lo que previene la oxidacidén de la adrenalina, pro-
bablemente interviene en la formacién de esta. hormona en la
médula suprarrenial; ademas juega rol importante en el man-
tenimiento del estado coloidal, ete.
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Los estudios experimentales llevados a cabo por Wolbach
'y colaboradores (289) (290) demuestran que el acido ascor-
bico juega rol efectivo en la sintesis del material intracelular,
traduciéndose por la conversién en gel del producto liquido
que pasa a través de las membranas celulares. Si falta vita-
mina C (como en el escorbuto grave) no hay gelificacion, tam-
poco se deposita colageno en los tejidos fibrosos, ni en la ma-
triz del tejido Gseo, dentina, cartilago, endotelio vascular, y
por lo general en el cemento intercelular de las células no epi-
teliales; todos estes trastornos son corregibles con la adminis-
tracion de acido ascorbico. Recientemente estos estudios han
sido objeto de algunas objeciones, pero sin lograr modificar el
rol fundamental en lo que respecta a depédsito de colageno
{291).

RELACIONES DEL ACIDO ASCORBICO CON EL
GLUTATION

Existen ciertas relaciones entre el acido ascorbico y el glu-
tation que hacen necesario examinarlas, porque serviran pa-
ra fundamentar nuestra hipétesis sobre el mecanismo de ac-
cion del acido ascorbico en la policitemia por cobalto, Tan-
to el acido ascérbico como el glutation se encuentran en las
celulas animales, bajo la forma reducida; el cobre, la hemina,
los hemocromogenos, actian como catalizadores para su oxi-
dacién por el oxigeno del aire; no son autoxidables en el ai-
re, tampoco son sistemas electromotivamente activos, sino pe-
rezosos sistemas de oxido-reduccién, pero que por su alto po-
der reductor podrian jugar algun rol en las oxido-reducciones
celulares (252, 267). Ya hemos indicado que entre las sus-
tancias protectoras, en lo que respecta a la oxidacién del aci-
do ascorbico, se.halla el glutation, y esta propiedad se debe
a la capacidad que posee de formar complejos con el cobre
(243, 253). Los extractos de diversos érganos y también la
sangre tienen la capacidad de evitar la oxidacién del acido as-
corbico; tal propiedad parece depender particularmente de su
riqueza en glutation; las sustancias que inhiben la accién del
glutation (yodo-acetatos, arsenitos, etc.) también anulan su
accion protectora en lo que respecta a la oxidacién del acido
ascorbico (254, 255, 256). La inhibicidon que ejercen los me-



282 ANALES DE LA FACULTAD

tales pesados, los yado-acetatos, el acido maleico, sobre cier-
tos fermentos (deshidrogenasas, fosforilasas, proteinasas) es
debida a su combinacion con los radicales sulfhidrilicos de di-
chas enzimas, pero la adicién de glutation reducido, cisteina
o tiosulfato, logra neutralizar dicha accién inhibidora; los
grupos SH isolubles en acidos, poseen similar papel protector
al del glutation (292).

El 4cido ascérbico, a su vez, parece intevenir en el man-
tenimiento de la proporcién de glutation reducido tisular, en
tanto que las nafto-quinonas, del oxidado, como si ambas sus-
tancias trabajaran acopladas en los procesos de oxido-reduc-
cibén; el acido ascorbico disminuiria la capacidad de oxidacién
de los tejidos, haciendo lo contrario las nafto-quinonas (258,
293). La administracién parental de 4cido ascorbico a cone-
jos, es capaz de bajar la cantidad de glutation oxidado en la
sangre y su acumulacion en los tejidos (259, 260); a su vez,
la administracién de glutation, no sélo acarrea aumento de
su cantidad en los o6rganos especialmente en el higado, sino
también la del acido ascorbico (257); pero algunos sostienen
que aun con altas dosis de acido ascorbico no se logra en el
hombre hacer variar la proporcion de glutation (294). Sin
embargo, estudios recientes tratan de aclarar esta discrepan-
cia, demostrando que el acido ascorbico ejerceria su accion en
dos fases : en la primera hay baja del glutation oxidado y en
la segunda aumento, pero en casos patologicos, donde existe
disminucién del glutation, v. g. enfermedad de Basedow, so6lo
se notaria la segunda fase, 0 sea aumento, como si el dcido as-
cérbico ejerciera una accién normalizante entre las dos formas
de glutation (295).

Por otra parte, se sostiene que cuando el abastecimien-
to de oxigeno a los tejidos es inadecuado, el glutation repre-
senta el mecanismo de emergencia en la respiracion celular;
asi se podria explicar el aumento de su cantidad en los hema-
ties y tejidos durante las anemias, intoxicaciones por la fenil
hidracina, etc. Cuando baja la presién barométrica y se pre-
senta un estado de anoxemia, el aumento de glutation es mas
acentuado en los tejidos que en los eritrocitos, suponiendo al-
gunos que el glutation total sanguineo bajaria para aumen-
tar en los tejidos y luego volveria a cifras normales al admi-



DE MEDICINA ' 283

nistrarse oxigeno. En la asfixia por comprensién de la tra--
quea, aumeénta el glutation sanguineo, cardiaco, pulmonar;
de esta manera el glutation reducido protegeria el consumo de
cxigeno tisular. Experimentalmente se ha demostrado que en
las intoxicaciones y en ciertas lesiones hepaticas (cirrosis), el
glutation baja, probablemente por incapacidad de sintetizar
dicha sustancia en el higado. En las leucopenias se nota baja
de glutation; en la policitemia vera, aumento, lo que ha permi-
tido supener algun rol en la regulacion hematopoyética. Es
interesante notar que en ciertas discrasias sanguineas, se ob-
serva una relacion inversa entre el glutation y el acido ascér-
bicn (a una baja de acido ascOrbico corresponde alza de glu-
tation, y a la inversa). Sin embargo, no se ha podido probar
el poder de dichas sustancias en la regeneracién celular de la
médula désea; pero, es posible suponer gque actuen de alguna
manera en los sistemas de oxido-reduccién celular : substrato,
deshidrogenasa, glutation, reductasas, acido ascérbico (oxi-
dado y reducido) por medio del cual el oxigeno es transferido
al substrato (252, 261, al 266).

Amino acidos azufrados como la cistina y cisteina, que
acusan funciones quimicas semejantes al glutation, poseen
ciertas relaciones con el Acido ascorbico; asi, el efecto inhibi-
dor que ejercen los metales pesados, los yodo-acetatos sobre
las” deshidrogenasas, fosforilasas, proteasas, etc., es neufrali-.
zado por el glutation y también por la cisteina. Asi mismo, la
cisteina es capaz de anular el poder tdxico de los derivados del
benceno y naftaleno que llegan al organismo; parece que el me-
canismo radica en la formacion de compuestos de conjugacion
mercaptanica que luego se eliminan. Ademas, la cisteina tiene
capacidad de reducir al acido dehidroascorbico regenerando el
dcido ascérbico, lo que impide la degradacién del primero en
acido diketoguldnico que es irreversible (297). La accién ca-
talizadora del cobre en la oxidacidon del acido ascérbico es in-
hibida por la cisteina (298). Ya en 1929, Michaelis y Guzman-
Barron demostraron que el cobalto era capaz de formar com-
plejos con la cisteina (299); por otra parte, debemos recordar
que el efecto inhibidor del cobalto, sobre el desarrollo de las
ratas, logra ser neutralizado por la cisteina, cistina y metio--
nina (177).
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EL ACIDO ASCORBICO EN LOS PROCESOS DE
DESINTOXICACION

El organismo posee diversos mecanismos destinados a neu-
traiizar los efectos toxicos de ciertas sustancias de naturale-
za quimica y bioldgica (toxinas); entre tales mecanismos de-
bemos citar los de conjugacion, oxidacion, reduccion, ete. "Al
‘higado corresponde especialmente el rol de la conjugacion de
elementos toxicos, muchos de estos formados en el propio or-
ganismo, para lo que utiliza especialmente el azufre de los
amino acidos sulfurados. A ello se debe el efecto benéfico de
la administracién de tales sustancias, particularmente la cis-
‘tina. Pero, también el 4cido ascorbico es capaz de coadyuvar
en los procesos de desintoxicacidon, mediante procesos de re-
duccion de las sustancias toxicas (300, 301, 302). El acido as-
-cOrbico no £6lo ejerceria accidn benéfica sobre toxicos quimi-
cos, sino también sobre las toxinas bacterianas; por este me-
-canismo se explicaria la disminucion del icido ascérbico en la
sangre durante los procesos infecciosos; el complemento que
contribuye a la destruccién bacteriana, parece guardar rela-
cion cen la propereidn de acido ascorbico del organismo, cre-
yéndose que éste intervendria en el mantenimiento de su po-
tencial de dxido-reduccién (303, 304). Ha sido comprobada la
accidn benéfica del acido ascorbico en las intoxicaciones por
sustancias quimicas que llegan al organismo como medica-
mentos o accidentalmente; entre los téxicos de tal accion de-
bemcs citar a las sales de plomo, bismuto, hierro, mercurio,
arsénico, zinc, etc. Se supone que el acido ascérbico lograria
unirse a dichos metales para eliminarse por la via renal en
forma de complejo (ascorbigeno); lo mismo sucede con las to-
xinas, virus y sustancias anafildcticas (305). Las sales de
hierro, arsenico y bismuto lograrian, segun ciertos autores,
bajar la proporcién de acido ascorbico sanguineo (306, 307),
aungue no es aceptado por otres (308). Ruskin (309, 310),
que ha hecho estudios interesantes al respecto, cree que el
acido ascorbico actuaria como un vehiculo molecular del bis-
muio, antimonio, arsénico, oro, etc., manteniéndolos en for-
ma reducida, lo cual incrementaria el poder terapéutico de di-
chas sustancias, disminuiria su poder téxico y suprimiria en
gran parte las manifestaciones de hipersensibilidad con efec-
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tos espectaculares en ciertas ccasiones (311, 312). Otro gru-
po de sustancias medicamentosas, tales como el piramidén,
el mentol, la antipirina y similares, son capaces de disminuir
la cantidad de acido ascorbico en los tejidos, particularmen-
te en las glandulas suprarrenales, lo que podria atribuirse a
similar mecanismo (313). Experimentalmente se ha compro-
bado que el shock producido por el aceite de chaulmoogra con
colesterol, es posible evitarlo con la administracién intra-
peritoneal de acido ascorbico (314). En las intoxicaciones por
el biclorurc de mercurio, la administracion de Acido ascorbi-
co dentro de los diez minutos actua como antidoto; si se mez-
clan ambas sustancias, antes de inyectarlas, el bicloruro de
mercuric no ejerce accidén toxica por sufrir su reduccion pre-
via (315). El acido ascorbico, en forma notable disminuiria
la toxicidad del cianuro de potasio. El benceno, el to-
lueno, la acetona, la trinitroglicerina, etc. plerden, en gran
parte, su efecto nocivo para el hombre, cuando existe sufi-
clente aporte de acido ascérbico (316, 317, 318). Experimen-
talmente se ha demostrado en ratas que algunas de dichas
sustancias, traen consigo incremento de la sintesis de acido
ascorbico para subvenir las necesidades de la desintoxicacidn
(319). '

Cuando se hace la ligadura del colédoco, se ha comproba-
do que en la intoxicacién por la colamina, mejora la funcién
hepatica y las condiciones generales del animal cuando se le
administra acido ascorbico por via endovenosa (320). El po-
der de conjugacidén que posee el higado, aumenta con la llega-
da al organismo de dicha vitamira, por lo que es utilizada en
clinica para tratar procesos téxicos, mejor aun si se asocia al
glutation (321, 322). Sustancias benéficas, como el calcio, la
benzedrina, adrenalina, para los estados alérgicos, refuerzan
su accion si son administrados junto con el acido ascérbico
(323). El efecto toxico que ejerce la hidracina sobre el higa-
do, es neutralizado por el acido ascérbico; en los animales es-
corbuticos las lesiones hepaticas son severas cuando se admi-
nistra la hidracina, suponiéndose que el acido ascérbico faci-
litaria el metabolismo de los hidratos de carbono y proteinas,
aunque el mecanismo verdadero no se conoce con exactitud
(324).
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EL ACIDO ASCORBICO Y LA SANGRE

Como hemos indicado, en capitulos anteriores, hay opi-
niones diversas con respecto al rol del acido ascédrbico en la
regeneracion sanguinea y las funciones que desempena en la
sangre misma.

En el escorbuto, a parte de la anemia sobre cuyo origen
no hay acusrdo, es posible hallar hematopoyesis extramedular,
y la actividad eritroblastica de la médula dsea se incrementa.
en estos casos con la administracion de acido ascorbico (289).
Esta vitamina, administrada a conejos normales es capaz de
hacer aumentar ligeramente el numero de hematies, sin varia-
cién de la cifra de leucocitos; tal incremento es mas notable
en los animales con anemia experimental por sangrias repe-
tidas, acompanandose, en este caso, de reticulocitosis y aun.
aparicion de normoblastos (275). En los nifos de la primera
infancia, el acido ascoOrbico es capaz de provocar leucocitosis
v moderada reticulocitosis, con incremento de la actividad nor-
mcbléastica de la médula 6sea (276). En la policitemia vera no
se han obtenido resultados satisfactorios con la administra-
cién de acido ascorbico (277), pero con la adicion de bicarbo-
nato de sodio se ha logrado alguna mejoria, a la vez se incre-
mentaba el dintel de excrecién de dicha vitamina por la orina
(278).

Los estudios de Deeny y colaboradores (279), con respec-
to a este asunto, son muy interesantes; estos autores fundan-
dose en estudios realizados por nosotros sobre la accién del
acido ascorbico en las policitemias por cobalto, tratan con al-
tas dosis de esta vitamina dos casos de clanosis familiar idio-
patica con metahemoglobina, disnea, etc., logrando hacer su-
bir al dintel normal la capacidad de saturaciéon por oxigeno
de la sangre, y también la cantidad de acido ascorbico sangui-
nec, a la vez baja la poliglobulia, reticulocitosis y metahemo-
globina, desapareciendo la cianosis y otros signos clinicos.
Otros investigadores (280) han llegado a similares conclusio-
nes. No se conoce el mecanismo de su accién, pero Vetling
(279) ha demostrado que el acido ascdrbico es capaz de hacer
reducir cuantitativamente soluciones de metahemoglobina a
pH 7. Pero, habria que suponer que en la cianosis existe al-
gun trastorno celular que mantiene a la hemoglobina en su
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forma oxidada (férrica o metahemoglobina), y el acido ascor-
bico reduciria a los compuesto ferri-hem, a ferro-hem, para
asi facilitar la utilizacion de éste en la sintesis de la hemoglo-
bina.

En el metabolismo del hierro parece que el acido ascor-
bice juega algun rol, al menos se deduce del resultado de al-
gunas investigaciones; asi, en la anemia perniciosa y en la ane-
mia del escorbuto, el acido ascorbico logra hacer subir la ci-
fra de hierrc del suero sanguineo; se piensa que su rol radica-
ria en favorecer la absorcion del hierro, suponiéndose que el
efecto benéfico de su administracion, unido al extracto he-
patico, se deba a esta propiedad (281, 282). En el escorbu-
to experimental, sabemos que no hay alteraciones del hierro
tisular, pero existe baja en el suero sanguineo; sabemos tam-
bién que el hierro del suero representa el medio de trasporte
para la fabricacién de hemoglobina; entonces, existe razén pa-
ra suponer que el acido ascérbico intervendria en esta baja
del hierro plasmatico (283). In-vitro, trabajando en atmosfe-
ra de nitrogeno, el acido ascérbico sanguineo es transferido a
los leucocitos; los hematies inhiben la oxidacidn por el aire de
la vitamina presente en el suero, sin ser capaz de tomar el
existente en el suero en la citada atmosfera de nitroégeno (274).
Cuando las ratas, que son arimales capaces de sintetizar el
acido ascorbico, son sometidas a una atmosfera de nitrégeno,
se observa disminucién de la riqueza en acido ascorbico de los
tejidos especialmente del higado, rinon; también decrece su
capacidad para retenerlo (272). En los animales escorbuti-
€08, sometidos a condiciones hipoxémicas, se observa aumen-
to del acide lactico sanguineo, el que se puede corregir con la
administraciéon de acido ascorbico y mejor aun de glutation
(273). En presencia del perdoxido de hidrégeno, el acido ascodr-
bico transforma a la hemoglobina (oxidada o reducida), en
coleglobina, la que puede discciarse en globina, hidroxido de
hierro y biliverdina,; éste pigmento es capaz de ser reducido a
bilirrubina por la misma vitamina (271).

DISCUSION

En el capitulo VI hemos dado cuenta de nuestros estu-
dics sobre accion del acido ascorbico en la policitemia por co-
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balto. La administracién de dicha vitamina, cuando la poli-
citemia alcanza su acmé trae consigo la reduccién del numero
de hematies, hasta alcanzar cifras normales, en tanto que la
cantidad de hemoglobina, también disminuye, pero con me-
nor intensidad. Asi mismo la reticulocitosis disminuye mo-
deradamente, 1o cual es indice de que el exceso de reticuloci-
tes circulantes deben haber cumplido su ciclo, y que la dismi-
nucién obedece a regresidn de la médula odsea, antes hiper-
plastica, que cesa de larzar hematies jovenes a circulacion.
La ausencia de hiperbilitrubinemia, en todos estos casos, es
prueba de que la baja de hematies no se debe a exagerada he-
molisis. El acido ascorbico no ejerce accidén sobre el numero
de leucocitos, pero logra disminuir y atn hace desaparecer la
eosinofilia que acompana a la policitemia por cobalto.

La administracién conjunta de acido ascdrbico y cobalto,
desde el comienzo de los experimentos, comprende la segunda
parte de e¢sta serie de estudios. Su objetivo era descubrir si
dicha vitamina era capaz de inhibir el poder policitémico del
cobalto. En efecto, la policitemia no se desencadena en es-
tas condiciones, 0 1o hace en forma moderada y tardia; pero,
cuando suprimimos el acido ascédrbico y se continua con co-
baltc golo, la policitemia aparece en forma severa; es de ano-
tar que ¢l efecto inhibidor del acido ascérbico se ejerce en for-
ma més acentuada sobre los hematies que sobre la hemoglobi-
na; en lo que respecta a reticulccitosis, el acido ascorbico lo-
gra inhibir su aparicién durante la primera semana, luego los
reticulocitos suben ligeramente; pero, si suspendemos la admi-
nistracién del acido ascérbico, la reticulocitosis alcanza cifras
elevadisimas.

Como indicamos en la introduccién, una nota preliminar
de los primeros resultados de nuestros experimentos fué publi-
cada en EE. UU., habiendo aparecido después algunos tra-
bajos que confirman nuestros resultados, muy especialmente
Jas de Davis (328), quien utilizando perros como animales de
experiencia y conseguida la policitemia por cobalto, logra con
Ja administracién de acido ascorbico yugular la policitemia,
no asi tratandose de eritrocitosis por baja tension de oxigeno,
lo que nos indica el distinto mecanismo de produccién de am-
bas;, supone que el cobalto actuaria interfiriendo la funcién
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respiratoria del acido ascédrbico. El empleo de esta vitamina
en la policitemia vera, ha dado resultados negativos en manos
de varios investigadores; también hemos hecho referencia de
su efecto benefico en casos de cianosis familiar con metahe-
mcglobinemia y eritrocitosis; por ello, es interesante observar,
que nuestros hallazgos, puramente experimentales, hayan sido
utilizados, con éxito, por los clinicos en esta enfermedad. Pa-
ra poder explicar el mecanismo de la accion del acido ascor-
Lico, hemos estudiado, tal vez in-extenso, los datos sobre el
rol fisiclogico de esta vitamina, con el fin de buscar apoyo a
la hipdtesis que planteamos. Como el efecto inhibidor del aci-
do ascérbico en la policitemia por cobalto fuera senalado por
nosotros por primera vez, no hemos podido contar con la re-
vision de datos similares, como lo hicimos al ocuparnos del
mecanismo de accién del cobalto. En la revision a que hemos
a'udido, ha quedado demostrade que no existe nada positivo
con respecto al rol del acido ascérbico en la hematopoyesis,
tampoco parece actuar como enzima, coenzima o trasportador
de H,. Mas bien es factible que intervenga como protector o
‘regulador de sistemas enziméticos; su rol como activador de
diversas enzimas, (catalasa, ureasa, fosfatasa, deshidrogenasa
succiniza, arginasa, citocromo-oxidasa, etc.) es cierto, asi en el
escorbuto, muchas de las citadas enzimas muestran disminu--
cién de su actividad, aunque moderada en lo que respecta al
citocromo-cxidasa (329). También esta probado que el acido
ascorbicc es capaz de neutralizar el poder inhibidor que cier-
tos metales pesados ejercen sobre varias enzimas; también in-
hibe la accidén que los rayos ultravioleta realizan sobre deter-
minados sistemas enzimaticos. Pero, la accidén inhibidora que
ejercen los metales pesados, los yodoacetatos, el acido maleizo,
sobre las enzimas, se lleva a cabo por la unién de dichas sus-
tancias con el grupo -SH de las enzimas, interviniendo la cis-
teina, el glutation, como neutralizadores, los que hacen re-
cuperar la actividad de dichas enzimas.

Una cuestion interesante que se relaciona con nuestro te-
ma es la observacion clinica del efecto benéfico del acido as-
corbico frente a una serie de sustancias (metales, metaloides,
sustancias organicas, toxinas, ete.) que llegan al organismo
en forma accidental o medicamentosa; algunos creen que suw
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rol seria, en lo que respecta a ciertas sales metalicas y arse-
nicales, el de mantenerlos en su forma reducida, lo que incre-
menta el efecto terapéutico y anula la toxicidad. Esta accion
de! acido ascorbico logra ejercerse aun sobre sustancias tan
‘venengsas como el bicloruro de mercurio y los clanuros. Na-
turalmente que no se conoce el verdadero mecanismo de ac-
cién. Aun el poder de sulfo conjugaciéon que posee el higado,
logra beneficiarse con el acido ascorb’ o.

Ya hemos indicado la estrecha f - :én del 4cido ascor-
bico con el glutation y otros compuestos sulfihidrilados; es-
tos son capaces de proteger al acido ascOrbico de su oxidacion,
reemplazandose mutuamente en ciertas de sus actividades fi-
siologicas. En algunos casos hay una relacidén inversa de la
-concentracion de ambas sustancias, como sucede en la sangre,
asi la cantidad de glutation de los hematies varia inversa-
mente a la riqueza en acido ascdrbico del plasma; si baja es-
ta vitamina, hay alza de glutation, lo que intervendria en ha-
cer mas lenta la aparicién del escorbuto (330).

En la interpretacion del mecanismo de accién del cobalto,
hemos admitido que su efecto seria inhibiendo los grupos -SH
de las enzimas y de los compuestos sulfihidrilados, alterando
asi la funcién enziméatica y rompiendo el equilibrio del poten-
cial 6xido-reductor al que las células subsisten. En estas con-
diciones, la llegada en exceso, del acido ascoérbico interven-
dria, por una parte, uniéndose con el cobalto para formar com-
plejos faciles de excretarse, y por otra, manteniéndolo en for-
ma reducida; de esta manera, las enzimas y compuestos afec-
tados por el cobalto, recobrarian su actividad y se normaliza-
riz también el potencial éxido-reductor de la célula. Si el aci-
do ascorbico es capaz de neutralizar la accidn téxica que ejer-
cen una serie de metales, compuestos organicos, etc., es facil
. suponer que posea rol similar en lo que respecta al cobalto.
Una prueba mas, en favor de esta hipdtesis, la tendriamos en
los estudics de respiracion celular realizados por nosotros. En
efecto, los elementos jovenes lanzados por la médula o6sea a
la circulacion general, recuperan rapidamente su actividad
respiratoria, debido a la accién del 4cido ascorbico presente
-en ¢l plasma, es decir que interviene neutralizando el efecto del
-cobalto. Hemos anctado la presencia del acido ascorbico en
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€l plasma y los leucocitos; pues bien, si en la sangre, elimi-
namos plasma y leucocitos y lo ponemos en contacto del co-
balto, la inhibicidn es casi total. El efecto inhibidor que ejer-
«e el cobalto en la médula y otros teji&os, es de menor grado,
porque aquellos tejidos mantienen su riqueza en acido ascor-
bico, haciéndose casi nula en determinados tejidos.

CONCLUSIONES

Los estudios ex mentales, que hemos llevado a cabo
on respecto a la policicemia por cobalto y la accion del acido
ascorbico sobre dicha policitemia, nos permiten llegar a las
conclusiones siguientes:

1.—La administracién intramuscular de sulfato de cobalto
en conejos, es capaz de ocasionar un cuadro policitémi-
o, con incremento del nimero de hematies, de la canti-
dad de hemoglobina, marcada reticulocitosis, moderada
eosinofilia; pero, sin variaciones del numero de leucoci-
tos, ni de la proporcion de proteinas plasmaticas.

2 —Los estudios histologicos, en dicha policitemia, demues-
tran que existe hiperplasia de la médula ésea, exclusiva-
mente de la serie eritropoyética tipo normoblastico; en lo
que respecta a los otros érganos examinados, no existen
alteraciones notables.

3.—La policitemia por cobalto se desencadena también en
animales esplenectomizados. La administracion de ex-
tracto hepatico no tiene influencia en el desarrollo de di-
cha policitemia.

4 —El estudio de la respiracion celular demuestra incremen-
to del consumo de oxigeno por las células rojas de la
sangre policitémica y la magnitud de consumo guarda-
relacién con la cantidad de normoblastos y reticulocitos
presentes.

5. —En experimentos in-vitro de respiracidén celular, el co-
balto es capaz de inhibir el consumo de oxigeno, sobre
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todo en la sangre que posee abundantes normoblastos y
reticulocitos; en tanto, que la inhibicién ejercida sobre:
la médula Osea es la mas moderada, y es casi nula en los.
otros tejidos.

El posible mecanismo de accion del cobalto se podria in-
terpretar en el sentido de que inhibiria a ciertos siste-
mas enzimaticos que poseen el grupe -SH y otros compues.
tos que también poseen dicho radical, contribuyendo ade-
mas a hacer variar el potencial oxido-reductor adecuado
a la subsistencia de la célula. Inhibida la respiracién de
las células jovenes de la médula 6sea (normoblastos, re-
ticulocitos), éstos serian lanzados a la circulacién gene-
ral, trayendo consigo el cuadro policitémico. La hiper-
plasia eritropoyetica de la médula désea representaria un
esfuerzo compensador a la anoxia por alteraciéon en los
sistemas enzimaticos de la respiracion celular.

13

7.—El acido ascorbico o vitamina C es capaz de neutralizar

la accién policitemiante del cobalto y cuando se le ad-
ministra a los animales en plena policitemia, yugula las
alteraciones hematicas ya sefialadas. Esta propiedad del
jcido ascdrbico, demostrada por nosotros en los conejos,
ha sido confirmada por Davis en otros animales (perros)
y aun lo han empleado con éxito en la clinica para el tra-
tamiento de la cianosis familiar con policitemia.

8.—El posible mecanismo de accién del acido ascorbico en

9—

las policitemias por cobalto, lo interpretamos en el sen-
tido de que dicha vitamina formaria con el cobalto com-
plejos faciles de excretarse por la via renal, al igual que
parece hacerlo con otras sustancias toxicas; ademas, 1os.
mantendria en forma reducida, protegiendo asi a las
enzimas y compuestos susceptibles de ser inhibidos por
el cobalto y otros toxicos; por otro lado, se restablece el
potencial 6xido reductor, lo que permite la normal acti-
vidad celular.

Abogan a favor de esta hipdtesis las multiples experien-
cias clinicas, en lo que respecta al rol del 4cido ascérbi-
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co frente a los toxicos y toxinas; también tenemos a fa-
vor, los estudios de respiracién celular realizados por no-
sotros; asi los hematies jovenes al llegar a la circulacion
recobran su capacidad respiratoria, por hallar en la san-
gre buena cantidad de &cido ascérbico, capaz de inhibir
al cobalto que arrastraban, en tanto que si se hace actuar
este cation sobre los hematies sin leucocitos ni plasma,
la inhibicién es casi completa. En los demaéas tejidos la
inhibicién in vitro es moderada o nula porque se ha uti-
lizado tejido integro con sus reservas de acido ascorbico.

10.—Creemos, que para admitir en forma definitiva estas hi-
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potesis, precisan algunos estudios, que esperamos reali-
zarlos en su oportunidad.
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