El equilibrio de éxido - reduccién en los tejidos

JAIME PI-SUNER BAYO

(Tesis doctoral)

Hace veintiocho afios, y con igual motivo que el que me mueve a
presentarme ahora ante vosotros, mi padre, Augusto Pi Sufier (1), lefa
su tesis doctoral sobre «La vida anaerobias.

El estudio de un tema conexo constituye el presente trabajo. Pero
el concepto de vida anaerobia y la apreciacién de su importancia han
variado mucho desde entonces; el progreso ha sido importante. Cosa
que demuestra el acierto de mi padre cuando escogiera el asunto para
su Memoria. En la actualidad, el problema de las operaciones anaero-
bias en la vida interesa otra vez. Por lo cual creo cumplir con un deber
para quien ha dirigido mi modesta preparacién biolégica y ha hecho
posible, en el tiempo transcurrido entre las dos tesis, la fundacién en
Barcelona de un Centro donde es posible trabajar con suficiente holgura
y cabal informacién, al volver sobre el tema, recordar hoy esta fecha
de enero de 1goI.

La funcidén que ya a primera vista caracteriza la vida en los anima-
les superiores es la respiracién, Observacién antigua la de la mutua
relacion entre vida y respiracién.: En el Génesis (libro 11, vers. 7) se dice
que Dios, para animar la estatua que habia creado con barro y conver-
tirla en hombre, de soplé por la nariz un aire de viday,

La necesidad de aire para mantener los fendmenos vitales fué de-
mostrada por Roberto Hooke en 1667 con sus experimentos relatados
ante la Royal Society, de Londres.
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) Ma_yo““'» en 1664, afirmod ser tnicamente necesario el que llamé «spi-
ritus mtrq-aereus», uno de los componentes del aire total, identificando
este c911st1tuyente con el principio del cual depende la combustién; mas,
fué Priestley, cien afios mis tarde, quien, en realidad, descubrié el oxi-
geno y afirmé que el aire gastado por la respiracién animal podia rege-
nerarse por la accién vital de las plantas verdes.

Lavoisier (3) da al oxigeno su nombre. Con Lavoisier se inicia la
quimica como ciencia exacta, Deja de ser una ciencia misteriosa de
tipo medieval para convertirse en una doctrina que requiere célculo y
balanza. Y a Lavoisier se debe la teorfa actual de la respiracion, da
respiracion — dice — no es més que una combustién lenta del carbono
y del hidrégeno, muy semejante a la que tiene lugar al arder una l4m-
para o bujfa. Asi, los animales que respiran son verdaderos Cuerpos
combustibles que arden y se consumen. (4).

Desde entonces se consideran los fenémenos vitales como depen-
dientes de una serie de oxidaciones con el concurso del aire. Dumas (5)
afirma : «El calor producido en el organismo proviene tnicamente de la
oxidacién del carbono y del hidrégeno de los alimentos o de sus re-
SErvas.

Los cuerpos finales resultantes de la desintegracién metabélica por
oxidacién con desprendimiento energético se eliminarian por distintas
vias, especialmente la respiratoria y la urinaria.

Las oxidaciones dan lugar a desprendimiento de calor, y necesitan-
dose éste para el mantenimiento de la vida, es natural que, con un cri-
terio légico, y mientras no hubiera pruebas experimentales de lo con-
trario, se creyera que las oxidaciones — capaces de suministrar este calor
— fueran las tnicas reacciones presentes en el desenvolvimiento quimico
de los tejidos vivientes.

Pero no ocurren las cosas de manera tan simple. Panum (6),
en 1863, observa que la causa de los accidentes en ciertos tipos de sep-
ticemia no es realmente la infeccién, sino la intoxicacién por un veneno
quimico reductor no destructible por el calentamiento a 100° y soluble
en el agua y en el alcohol. Diez afios mds tarde, Selmi (7) da el pri-
mer paso de importancia en la concepcién de la vida anaerobia. En
un anélisis quimico legal descubre, en visceras sometidas al método de
Stass, compuestos que aparecen con todos los caracteres de los alcaloi-
des. Estimulado por el escripulo de conciencia, pensando si el téxico
encontrado podria haber penetrado por ingesta o ser resultado de des-
composiciones naturales, inicia sus memorables investigaciones, que le
llevan a la conclusién de que en la putrefaccién del cuerpo de los ani-
males se forman alcaloides iguales a los de origen vegetal.

La sistematizacién completa de estas ideas no se alcanza hasta la
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publicacién de los trabajos de Gautier (8), especialmente hasta 1896 con
la publicacién de su tratado sobre ¢Las toxinas» (9). Demostrada ya la
formacién de alcaloides animales en condiciones patolégicas (Panum) y
en el caddver (Selmi), Gautier aisla estos productos téxicos en animales
vivos y sanos, llamando tomainas a las substancias alcaléidicas produ-
cidas en la putrefacciéon cadavérica, y leucomainas (1881), a los com-
puestos nitrogenados de cardcter bisico resultantes de la nutricién celu-
lar, Gautier hace notar la diferencia entre estos dos grupos de bases
de origen animal : las primeras, originadas por la descomposicién cada-
vérica, son menos oxigenadas y mds enérgicamente basicas, y las segun-
das, producidas con intervencién del oxigeno que los animales respiran,
poseen ya el grupo carboxilo CO-OH, ya el amidico -CO-NH, o el imi-
dico, -CO-NH, atenuadores de los grupos genuinamente basicos y reve-
ladores de la intervencién de una hidrélisis secundada por cierto grado
de oxidacién (10). Veremos mas adelante la importancia de estas ideas
de Gautier. Al relacionar la cantidad de oxigeno en la molécula con
la alcalinidad més o menos marcada de la substancia correspondiente.

A partir de este momento cambian del todo las ideas. Ya no se
reputa constituida exclusivamente por oxidaciones la totalidad de la
quimica animal, ni tampoco es ya interpretado como una serie de actos
de reduccién la vida de los vegetales. Dejan de considerarse los dos
reinos como antitéticos en lo mas intimo de sus actividades metabdlicas
y «creados para complementarse, formando una especie de circulo de
evolucién de la materia» (1); por el contrario, se va observando de cada
dia mayor nimero de reacciones quimicas comunes a los dos reinos, y
el mecanismo quimico de la vida no se conceptia como dependiente de
un solo tipo de operacién quimica, sino como la mds compleja suma
de operaciones y reacciones.

Pasteur (r1) habla claramente de vida anaerobia y descubre micro-
organismos capaces de vivir sin aire. Ampliando el campo de sus ideas
con estudios ulteriores, distingue dos tipos de vida, procesos distintos
que llama oxidativos o fermentativos, aerobios o anaerobios. Un paso
m4s lo constituye la idea de la existencia simultinea de las dos fases de
la actividad desasimilativa : la primera, sin intervencién del oxigeno
aportado por el medio interno (anoxibi6tica) y constituida por traspo-
siciones y divisiones moleculares, hidrataciones, hidrélisis y reducciones;
la segunda (oxidativa), en la que son quemados los productos de la des-
integracién anaerobia con importante desprendimiento energético. Parte
de esta energfa contribuye a mantener las reacciones endotérmicas de
la primera fase (Mayerhof) (12).

Modernamente han sido estudiadas con exactitud las relaciones
entre estos dos tipos de vida. EIl metabolismo intermediario constituye
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un paso continuo de uno a otro tipo, que no puede ya considerarse cada
uno de ellos como manera cerrada de actuar independientemente y una
a continuacién de la otra. Se pasa muchas veces en el proceso meta-
bélico de reacciones de un tipo a las de otro, y aun una misma substan-
cia, segin las circunstancias, puede ser quemada o bien regenerar sin-
téticamente otra molécula de tipo superior. El estudio de estos pro-
blemas del metabolismo intermediario, que son del mayor interés, nos
llevaria muy lejos de nuestro objeto actnal. Recordemos nada més que
se encuentran descripciones detalladas en las monografias y articulos de
Thunberg (13), Ahlgren (14), Mayerhof (15), Pi Sufier (16), ete.

La demostracién directa de la capacidad de reduccién de los tejidos
(estudiada precisamente por medio del azul de metileno, como haremos
nosotros mds tarde) es obra de Dresser (17). Simultineamente, Ehr-
lich (18) estudia la misma cuestién y plantea el problema de las reduccio-
nes celulares por primera vez en toda su amplitud y atribuyéndole toda
su importancia. En muchos casos, el oxigeno no es suficiente para que-
mar todos los productos de la desintegracién anoxibiética, y otras veces,
los agentes oxidantes no poseen la actividad necesaria. Por otra parte,
las proporciones relativas entre las operaciones anaerobias v de oxida-
cion cambian de unos tejidos a otros, predominando, en algunos de
ellos, los actos de reduccién, y en otros, las oxidaciones. Asf se explica
como ciertos indicadores colorantes — azul de metileno, azul de aliza-
rina — son reducidos por algunos tejidos, demostrandose la viva ape-
tencia de dichos tejidos para con el oxigeno, ya que se comportan como
sus aceptores o, reciprocamente, como donadores de hidrégeno. Estas
observaciones de Ehrlich sobre la reduccién de ciertos indicadores colo-
rantes por determinados tejidos han sido fundamentales. Bien preci-
sadas posteriormente, han permitido, incluso, valoraciones cuantitativas.

La primera acepcién que se dié a la palabra oxidacién fué simple-
mente la adicién de oxigeno a una molécula menos compleja. La oxi-
dacidn del hidrdgeno da -lugar al agua; la del carbono, al anhidrido car-
bénico; la del 6xido cuproso, al éxido ciprico, etc.

Estas son las operaciones conocidas hoy con el nombre de oxige-
nacién.




La conversién del 4cido manganico en permangénico; la del etano
en etileno; etc., constituyen, también oxidaciones,

MnOH, + C7 = C/H + MaOH

CH, CH,
| —2H =]
CH

3 2

Son ejemplos de la segunda acepcién en el concepto de la oxidacién,
la separacién de una cierta cantidad de hidrégeno.

Pero si nos detenemos en los casos expuestos,

llegaremos a un con-
cepto més amplio de la oxidacién.

2 (Gh - 0”)+ 0s = 4(Cu 07

(MnOy)"H'H: + C' = QH + (M»Oy)H-

H
C’f—’H
| H C“E
CII!H 2 H:; - || I—I
H c
H
H

Se observa en todos los casos en el ion oxidado una pérdida de car-
gas negativas o un aumento de positivas : he aquf una nueva idea més
general del proceso de oxidacién. Es ejemplo de ello el caso tan carac-
teristico de la conversién del ion ferroso en férrico.

Fet+ 4 + — Fot++

El nombre de oxidacién proviene de que, primitivamente, las tini-
cas oxidaciones conocidas se producfan en presencia y con intervencién
del oxigeno libre (las que actualmente llamamos oxigenaciones). Bien
se sabe que, en cambio, el hidrégeno es factor el mas frecuente de re-
duccidn.

Asi, por ejemplo, cuando las sales ferrosas se exponen, disueltas o
en presencia del agua, a la accién del oxigeno atmosférico, pasan a férri-
cas. El oxigeno forma ion OH con el agua, y al producirse el ion elec-

tronegativo aumenta proporcionalmente la carga positiva del jon ferro-
S0, que pasa a férrico

4Fe* = 0, + 2H,0 = 4Fe"* + 4OH’
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Caso tipico de reduccién lo es el paso del ion manganico a perman-
ganico en presencia del agua.

Mn” 4 4H,0 + 5+ = MnO,’+4 8H

Esta reaccién es reversible, como todas estas reacciones de equili-
brio : en un sentido constituye una reduccién: en el otro, una oxida-
cién. Porque bien se comprende que reduccién serd aumento de car-
gas negativas o pérdida de positivas.

En las oxidaciones aumenta el grado de alcalinidad de las solucio-
nes (la concentracién de iones OH'), y en las reducciones, el de acidez
(concentraciones de H'), como, segiin hemos dicho, entrevié ya Gau-
tier. Este fendmeno, de gran importancia, es el fundamento de los
métodos electrométricos para determinar el potencial del 6xido-reduccién.

En ciertos limites, la reduccién es bastante activa para que el hi-
drégeno idnico se descargue — pierda cargas positivas — v pase a hidré-
geno molecular, H' 4+ H — 2*+= H,, cuyo hidrégeno desarrollard en
la solucién respectiva la tensién barométrica correspondiente a la con-
centracién de la cantidad de hidrégeno convertido en molecular, la ten-
sién del gas.

H + producto reducido = H' 4 producto oxidado.
De ésta igual se deduce:

H' x (Red)! (1)
H x (Oxi)

Es conocida la teorfa de las pilas de concentracién (1q); si se suspen-
de una placa de metal en una solucién de una sal del propio metal, en la
que existirdn iones libres del mismo, se establece una diferencia de po-
tencial eléctrico entre la placa y la solucidén que corresponde a la situa-
cién de equilibrio entre la tensién de difusién, de la que resulta la emi-
sién de iones desde la superficie del metal y la tensién osmdtica par-
cial ejercida por los iones disueltos; tanto mayor serd esta tensién iénica
— la concentracién de los iones en disolucién —, tanto menor cantidad
de iones metélicos, electropositivos, se desprenderdn de la superficie de
la placa, con lo cual disminuird menos la positividad de dicha placa. En
una palabra, que una placa metélica inmergida en una solucién de sus
iones serd tanto mdis positiva cuanto més grande sea la concentracién
de estos iones y viceversa.

Si enlazamos de estos sistemas — placa metélica y solucién idnica
— mediante un circuito, parte del cual sea un hilo de placa a pla-
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ca, se comprende que si las concentraciones de los iones disueltos de
cada uno de estos sistemas son diferentes, se establecerd una corriente
eléctrica, que podremos medir, porque los potenciales en las placas se-
rén diferentes. En esta pila se constituird como polo positivo la placa
de mayor positividad, la sumergida en la solucién més concentrada.

Supongamos el caso de un metal noble (platino, oro), sumergi-
do en una solucién, metalica o no, oxidable y reductible, en la cual, por
lo tanto, puedan variar las cargas presentes o en potencial. Como en
el ejemplo anterior, variara la positividad de la superficie metalica segtin
las cargas en disolucién. Aumentara, segin se comprende, dicha posi-
tividad al aumentar la concentracién de cargas positivas. Por consi-
guiente, cuanto mas enérgico el oxidante, y asi, cuanto mayor la concen-
tracién del producto oxidado rico en cargas positivas y en aptitud de
cederlas, tanto mayor la positividad de la placa metilica.

Si ahora se unen eléctricamente dos electrodos sumergidos, por ejem-
plo, en sendas soluciones de sales ferrosas y férricas, respectivamente,

se producird como antes una corriente eléctrica proporcional a la dife-
rencia de potencial entre los dos wvasos segin su fuerza electromo-
triz (F.E.M.).

Diferencia de potencial, que depende, como hemos visto, de la ten-
sién de los iones en disolucion y de la tensién de difusién que obra en
sentido opuesto. La tension de difusién para cada metal, y a una de-
terminada temperatura, es una cantidad constante; la tensién osmética
de los iones varia, en cambio, proporcionalmente a su concentracién. Por
lo tanto, el potencial de un metal contra un liquido que contiene sus
iones (o en nuestro caso entre dos soluciones de distinta concentracidn
en cargas eléctricas) cambiard con la concentracién de sus iones.

Y, segin el célculo de Nernst, se conocié la férmula

PEM =211, %

en la que R es la constante de los gases; T, la temperatura absoluta
(273° 4+ t.); v, la valencia del jon, y F, el ntimero de faradays, o sea la
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cantidad de electricidad necesaria para la separacién de 1 gr. equivalente
electroquimico; C y C’ son, naturalmente, las concentraciones respec-
tivas de las soluciones (20).

De lo dicho se desprende que esta férmula serd valedera igualmente
cuando se desee calcular la F.E.M. de una cadena de dos soluciones que
contengan, respectivamente, iones més o menos oxidantes (Fe- y Fe,
por ejemplo), convirtiéndose entonces en

R_T_ Le- _(Fc-rri)._ ]

FEM= =,

: Fv ™ (Ferro)

Si el electrodo se sumerge en una solucién que contenga mezclados

iones ferrosos y férricos en equilibrio de déxido-reduccién, dicho electrodo

tomara un potencial eléctrico estable en funcién de las concentraciones

respectivas de Ferro y Ferri obedeciendo a la ley general. La férmula,

en el caso particular discutido, sera:

RT (Ferri)

By =Fs— 3 1€ Femro)”

En esta férmula, es E, la diferencia de potencial observada entre
el electrodo problema y el electrodo normal de hidrégeno. E, es una
constante caracteristica de este particular equilibrio de 6xido-reduccién
(Ferro) .

———— =1 vy (Ferro) y (Ferri) naturalmente, las
(Ferri)

concentraciones respectivas en la solucién de los iones ferroso y férrico.
La forma general de la ecuacién correspondiente al equilibrio éxido-
reductor es

e igual a E; cuando

E; = Ey — —RL I (Bl (@)

Fy

~(Oxi)

oy

pero como ya sabemos (1) que

[H] X (Red) _
% (oxd)

resulta

(H) _ (Red)

BT (Oxl)

K x

substituyendo en la férmula (2) tendremos

3 2 RT . (H) (3)
P.,' = I‘"k — _I“{_ Lgh II_-{;.
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Recordemos ahora que existe un equilibrio entre el hidrégeno mo-
lecular que circula por el electrodo y el hidrégeno atémico en el elec-
trodo. * Este equilibrio puede ser expresado, segin la ley de las masas,

(H') x (H) -
o B ) S
(H,) B

en cuya férmula (H') representa concentracién de hidrégeno atémico
y (H,) concentracién del hidrégeno molecular.

(H'}E

|y = K

de dénde

f
(H), =K, x (Hy) y (H) = \fl K, X (H,),

y como la razén de los primeros es igual a la de las concentraciones de
hidrégeno molecular y la raiz cuadrada de una constante (K) es otra
constante, podremos escribir

(H) = K,V’;

* La diferencia de potencial entre un metal y una solucién varfa un poco

segiin la condicién en que el metal se encuentra. Una l4mina cortada simplemente,
o prensada, o golpeada a martillo, se conduce de diferente manera que el mismo
metal depositado eléctricamente, Si dos electrodos de hidrégeno son inmergidos
en la misma solucién y a igual temperatura, pero bajo diferente presiéon de hidro-
geno gaseoso, el potencial diferencial entre ambos electrodos puede ser expresado

RT (H),
i =F,—Eg= — L&~ ‘...'
E 3 3 = Lg (H),

en cuya formula (H)y y (H), representan concentraciones de hidrégeno atémico en
los electrodos (negro de platino, por ejemplo), pues que v, valencia del hidrégeno,
es uno y puede ser emitida en la férmula.

Debemos suponer, pues, que existe equilibrio entre el hidrégeno molecular al-
rededor del electrodo y el hidrogeno atémico e i6nico en el electrodo. Segién la
ley de las masas, expresando por (H) la concentracién del hidrégeno atémico ¥
por (H), la concentracién del hidrégeno molecular, tendremos

(H) x (H2)

St Sl T
(H),

de dénde

[H] = V'K, [H]
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Ahora, en (3) substituyendo y reuniendo constantes bajo E’;

(4)
—I'{T L i -_\ - .?_

A
B=F—w m
y como E’; en (4) es, por definici6n, cero, * cuando se usa como siste-
ma de referencia el electrodo normal de hidrégeno sucedera lo mismo
cuando se den iguales condiciones al tratar de utilizar la férmula (4),
igualmente aplicable al caso del electrodo de hidrdgeno cuando se trate
de determinar la concentracién de hidrogeniones y también el estado
de un equilibrio de éxido-reduccién.
De tal manera, la férmula resulta

. 5
3 ¥ -t ey
porque v de la férmula general (valencia del ion) es I tratiandose del elec-
trodo de hidrégeno.

Esta férmula, teniendo en cuenta el valor de R (constante de gases
en masa eléctrica, igual a 8,316 volt-culombios), F el numero de culom-
bios correspondiente a I gr. equivalente electroquimico (96540) y recor-
dando, ademads, el niimero de reduccién para pasar de logaritmos natu-
rales a decimales de Brigg (0,4343), resulta; a 17°

I (6)
E; = —0.0577 log (\I'-”

Por la que se ve la relacién existente entre potencial, presién del
hidrégeno molecular y concentracién de hidrogeniones. En nuestras
determinaciones conocemos el potencial, que es el nimero dado por la
determinacién potenciométrica. Las otras dos variables son la tension
del hidrégeno y la concentracién de hidrogeniones.

Ahora bien, el problema cldsico consistia en medir la concentracién
de hidrogeniones, y es bien sabido cémo hay que tener en cuenta para
ello la presién barométrica que influye sobre el resultado, pues que se
hace circular el hidrégeno libremente por el electrodo, y este hidrégeno
adquiere la presién barométrica del aire. Esto significa una correccién
(V. Clark (20), pag. 159).

Reciprocamente, conocido (H'), se puede investigar la tension de

* Tl valor de E; entre un electrodo de hidrégeno bajo la presién de hidrégeno
a una atmoésfera v el de una hipotética solucién normal con respecto al ion hidro-
geno (1 gr. de hidrégeno por 1 litro) es cero a todas las temperaturas.
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hidrégeno del equilibrio de ¢xido-reduccién, en equilibrio a su vez con at-
mosfera de hidrégeno. Para esto es preciso el empleo de amortiguadores
(buffers) que mantengan la solucién a un (H'), P;, conocido y constante.
Clark ha propuesto, para la designacién de tal tensién de (H) mo-
lecular, el simbolo H. Es el logaritmo del ntémero reciproco de P

I
rH = log 5
por lo tanto, partiendo de (6), tendremos

log P 2(0.0577 X log[H'] — E;)
> 0.0577 :

y puesto que por definicién

I
>

rH = log I

=—Ilog P

JH — 2(Ey —o.o??7 X log [H'])
00577

O sea

2(E; + 0.0577 X log —I—')

yH = EEE]
0.0577

y, por lo tanto,

JH = 2(Es + 00577 X By)
0.0577

Digamos, al terminar, que ciertamente se han hecho algunos reparos
respecto de la identidad en todas las circunstancias del equilibrio 4cido-
bisico y el de 6xido-reduccién. Se trata, en efecto, de dos cosas dis-
tintas. Pero los resultados experimentales demuestran que, dentro de
los limites que alcanzan unas y otras cifras en biologia, el método que se
deriva de la relativa identidad es suficientemente aproximado.

Repitamos que cuanto més oxida un medio de oxidacién, mas posi-

* Debo agradecer la colaboracién eficaz de P. Pi Calleja en la preparacién
y cdlculos de estas ultimas pdginas.

132




tivo es su potencial. Esto constituye la base de todas estas determi-
naciones y célculos electrométricos.

Como cero en la escala de potenciales, se toma el electrodo normal
de hidrégeno. La diferencia del potencial con referencia a este elec-
trodo se simboliza por E,.

El oxigeno a la presién atmosférica bajo el mismo P, que el del elec-
trodo normal de hidrégeno correspondiente, da un potencial de -+ 1‘23
voltios, cualquiera que sea el valor de ambos P. Mientras la diferencia
de potencial entre el electrodo de oxigeno en las descritas condiciones
y el del hidrégeno normal es el valor indicado (4 1‘23 volt.) lo mismo
en soluciones dcidas que alcalinas, la posicién absoluta de dichos poten-
ciales varfa en la gama segiin el P,. El potencial del hidrégeno a la
presion atmosférica es en solucién neutra E, = — 0425 volt., y en solu-
ciones alcalinas, E, = — 0‘8z.

He aqui expuesto rapidamente el concepto de #H, sus fundamentos
tedricos y los principios de que se deriva su valoracién electrométrica.
Se reduce, como se ve, a un caso particular — con inversién de la varia-
ble desconocida — de la determinacién del P;. Conociendo bien aquella
técnica, con la misma instalacién — muy ligeramente modificada — y
ciertas diferencias en la manera de operar y ya hemos dicho que en el
célculo, se llegard rdpidamente a la determinacién eléctrica de estos va-
lores. No nos entretendremos, por lo tanto, en la descripcién detallada
de este método. A quien interese el asunto encontrard datos comple-
tisimos en espafiol, en la magnifica tesis de Corral (1g).

Pero el método electrométrico no es el tinico que puede emplearse.
Mas sencillos, aunque no de tan precisa exactitud, resultan los métodos
colorimétricos, usando indicadores bien determinados a partir, sobre
todo, de los trabajos de Clark y su escuela (20, 21, 22, 23).

Al igual que en las series de indicadores usados para investigar la
reaccion actual, cada uno de los indicadores de reduccién propuestos
por Clark y colaboradores corresponde a distinta situacidn en la serie
de potenciales. Se comprende que diferentes substancias colorantes
podrin variar de color al variar la situacién respectiva de las cargas po-
sitivos y negativos, si es que cambian los colores al modificarse las con-
centraciones, siempre reciprocas, de H+ y OH—

Son de interés especial los resultados obtenidos en las cercanias de
la neutralidad de las respectivas soluciones, por ser minimo entonces el
error y no requerir correccién.
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Cuando se encuentran juntos dos sistemas electromotores activos
se produce una reaccién entre ambos. El més positivo oxida al méis
negativo, y éste reduce a aquél hasta alcanzar la situacién de equilibrio,
es decir, hasta igualar los respectivos potenciales..

La serie de indicadores de Clark consta de los siguientes:

0, cloro fenol indofenol.
2‘s, dibromofenol indofenol.
0, cresol 26 dicloro indofenol.
1, Naftol, 2, ac. indofenol sulfénico,
Violeta de Lauth.
Azul de metileno.
Tetrasulfatonato de indigo,
Trisulfonato de indigo.
Disulfonato de indigo.
Monosulfonato de indigo.
Fenosafranina.
Verde Janus.
Rojo neutro.

(de Wurmser (24).

El método de los indicadores ha sido frecuentemente utilizado, y
valiéndose de él se han realizado trabajos del mayor interés. Citemos
entre ellos los de J. y D. M. Needham (25) sobre el valor del »H intra-
celular en distintas condiciones, estimado por microinyeccidn segin el
método de Chambers : resultados equivalentes han obtenido Rapkine
y Wurmser (26) con mediciones potenciométricas.

Ademds de estos indicadores de Clark, podemos contar con otros pro-
cedimientos colorimétricos para determinaciones cuantitativas; entre ellos
citaremos, como de mayor valor, los de Vernon (27), con el indofenol,
y Lipschitz (28) (29).

Y disponemos, finalmente, del método de Thunberg, que describi-
remos con mayor detencion, ya que es el que hemos utilizado para ela-
borar la parte experimental de esta tesis.

Hemos escogido la técnica de Thunberg por varias razones : su sen-
cillez, su exactitud en ciertos casos, incluso superior a la de los métodos
electrométricos, si no son manejados con exquisita precaucién, y, final-
mente, por tratarse de un método nuevo, todavia no utilizado, que sepa-
mos, en Espafia, y cuya vulgarizacién juzgamos de interés.
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Los datos que siguen referentes a la técnica estdn en su mayor parte
tomados de las obras de Thunberg (30), Ahlgren (31) (32), Michaelis (33)
y Clark, Cohen y Gibs (23). Queremos consignar en este punto nuestra
gratitud al profesor Thunberg por las aclaraciones que nos hizo de algu-
nos puntos cuando nuestra visita a su Instituto de Lund. De igual
manera agradecemos los consejos de los profesores Naedhan v Wurmser,

El azul de metileno por adicién de dos dtomos de hidrégeno se re-
duce y decolora forméndose su leucoderivado.

C,H,—N(CH C.H, —N(CH
N/ L] a>S( :‘l}"! i QH A H)}'/ a++8 /‘-‘,( a)a
CH.ZN(CH,);—Cl NG H, £N(CH,),—C1
|
H

Si ponemos en un tubo modelo de Thunberg, y en el cual se haya
practicado el vacio, una cantidad conocida de Mb * (abreviatura que,
a partir de este momento, utilizaremos para designar el azul de meti-
leno), un amortiguador — buffer — que mantenga constante la reaccién
actual y cierta proporcién de tejido finamente dividido, y sumergimos
este tubo en un termostato, dicho tejido reducird al Mé decolordndolo,
especialmente en presencia de un cuerpo donador de hidrégeno. El
tiempo que tarda en decolorarse el Mb estd en relacién con la capacidad
de reduccién del tejido, mientras sean iguales las demds circunstancias.

Pueden influir modificando el tiempo de decoloracién, la cantidad
de tejido, el grado de divisién del mismo, la concentracién del donador
de hidrégeno, la temperatura, la reaccién actual del medio, la tension
osmética, el tiempo transcurrido desde la ablacién del tejido, etc. ¥
pueden, también, influir ciertos firmacos y hormonas. La monografia
de Ahlgren (31) constituye una excelente exposicién de la técnica, hacien-
do su critica y mostrando sus posibilidades.

Para efectuar una determinacién se toma una cantidad de tejido
(en nuestras experiencias, siempre 02 gr.) en un tubo de Thunberg, se
afiade un donador de hidrégeno que facilita y acelera la reaccion, y en
seguida, azul de metileno y agua, hasta igualar el volumen en todos los
tubos, a fin de hacer m4s facil la lectura y suprimir un factor de dilucién,
causa posible de error en toda determinacién colorimétrica.

* Aunque la abreviatura correcta espafiola serfa A,,, hemos aceptado la indi-

cacién My por tener en la actualidad un valor internacional. Aparte de las mono-
grafias alemanas e inglesas, para cuyos idiomas constituye una abreviatura correcta,
la hemos encontrado en obras francesas, suecas y hasta japonesas, escritas en ca-
racteres orientales, constituyendo, con las férmulas quimicas, lo dnico inteligible
del texto.

135




Para la conservacién del misculo en éptimas condiciones se pro-
curard que enfre su separacién del animal y su inmersién en el termos-
tato, ya preparado, el tubo pase el menor tiempo posible, para lo cual se
tendrdn dispuestos con anterioridad los tubos con las soluciones nece-
sarias, excepto el azul de metileno, que no se afiade hasta el final, para
evitar que empiece a decolorarse ya a la temperatura del laboratorio.

El misculo se tomard en un vidrio de reloj y cortara con las tijeras
paralelamente al plano del vidrio, hasta conseguir una papilla uniforme;
es indispensable ufilizar tijeras muy afiladas y proceder ripidamente.
El vidrio de reloj se mantendr4 durante todo el tiempo sobre un bloque
de hielo; el misculo se disecard y lavard cuidadosamente, de manera
que no queden nervios, aponeurosis, sangre, pelos, etc.

Para la prictica del vacio (operacién que es indispensable Ilevar
con todo rigor, ya que, de no hacerlo asi, el leucoderivado se oxidaria
de nuevo a medida que se formara, por la accién del aire, reproduciendo
el Mb* se cierran los tubos con una grasa, que ha de ser neutra, a fin
de que su reaccién actual no perturbe la valoracién. Es de aconsejar
la siguiente férmula:

B TS 0 L e e T 1 parte
Vaseling Houida oo i ivih s s e 2 partes
Parafina liquida espesa........ccvvvvnnn 1 parte

(Mézclese en bafio de arena a 150°)

El vacio se hard con una bomba que asegure una presién de menos
de 12 mm. de mercurio. Thunberg aconseja una buena bomba de agua,
pero en nuestras condiciones de trabajo, en un segundo piso, esto no es
suficiente por falta de presién del agua; hemos utilizado una bomba eléc-
trica a cierre de aceite que alcanza presiones de 6-7 mm.

Se cierran los tubos y se separan de la bomba, dentro de un cris-
talizador lleno de agua, para evitar que entre la menor cantidad de aire
y asegurar, ademds, el cierre absoluto por el agua que queda’en el tubito
horizontal, cuya agua, por otra parte, en caso de cierre imperfecto seria
succionada por el vacio del tubo, indicindonos que el tiempo obtenido
con aquel tubo no tiene valor experimental alguno.

Se anotan el momento de inmersién en el bafio y el de decoloracién
completa : su diferencia es el tiempo tardado en reducir el Mb. La de-
coloracién resulta muy visible trabajando con misculos rojos (perro,
gato, etc.), ya que la composicién del color muscular y de los ultimos
restos de azul disuelto da un matiz violado, que aparece bruscamente

* Como demostracién clara y espectacular de este peligro _podcmos abrir los
tubos después de decolorado su contenido y veremos cémo inmediatamente recobra
el color azul al entrar el aire.
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con la misma rapidez y claridad que un viraje en una titulacién quimica.
En cambio, trabajando con misculos blancos (rana), es més dificil de
apreciar el punto exacto de decoloracién, porque el azul va debilitdndose
lentamente. Para mayor precisién puede colocarse en el termostato,
junto a los tubos preparados, otro que no contenga azul de metileno o
mejor todavia (como hemos hecho nosotros), un tubo procedente de la
observacién del dia anterior y, por lo tanto, absolutamente decolorado,
que se habrd conservado en la nevera para evitar en lo posible la pro-
teolisis y putrefaccién. Este término de comparacién facilitardi mucho
la lectura. La luz debe ser blanca y potente, v a ser posible, ilumina-
cién por transparencias; para ello, la pared posterior del termostato es
de vidrio esmerilado, asi como la bombilla, que serd movible a lo largo
de esta pared, para que la iluminacion sea siempre perpendicular, sea
cualquiera la posicién del tubo observado en el termostato.

Para nuestros trabajos hemos hecho construir un termostato repro-
duccién exacta de los utilizados por Thunberg y sus colaboradores.

Los tubos nos han sido suministrados por la casa H. Struer, Skin-
dergade 38, Copenhague. Puestos en Barcelona, resultan a poco menos
de 2 ptas. tubo.

Deben ser cuidadosamente limpiados y desengrasados después de
cada observacién, y secados a la estufa para el dia siguiente.

>ara mantener constante la reaccién actual debe ponerse en el tubo,
como hemos dicho, un sistema amortiguador; es de aconsejar una mezcla
de solucién de fosfato mono y bipotasico semimolar. Es la que aconse-
ja Sorensen para los trabajos sobre enzimas y que varias fdbricas ale-
manas de productos quimicos venden ya preparada, a punto de disolver,
con indicacién de la cantidad por litro para cada caso. Debemos adver-
tir que no puede emplearse en estas operaciones ningn reactivo que
contenga calcio, el cual actda como téxico sobre las enzimas de 6xido-
reduccién, y cuando se trata de deshidrasas de origen vegetal, hasta el
sodio puede serlas perjudicial. *

Para facilitar la reaccién es conveniente utilizarse donadores de
hidrégeno. Estos, unas veces acelerardn el proceso, y otras, hardn posi-

* Thunberg (30) aisla de las semillas de las plantas deshidrasas que aquél'las
almacenan en gran cantidad. Las extrae en cinco veces su volumen de sa.\=1uc|6ﬂ
o'ty por 100 de fosfato bipotdsico durante veinte minutos y en frlfrz. (.(.-ptr:fugan-
do, separa el liquido superior donde se encuentra disuelta la enzima y lo emplea
directamente para las investigaciones. Filtrando el liquido puede perder parte de
su actividad enzimatica. Thunberg ha encontrado como semillas las mis activas
el guisante y el cohombro. El liguido conservado a temperatura corriente pierde
rdpidamente su actividad; en cambio, lo conserva bien durante unas cuarenta y
ocho horas en la nevera. Nosotros (41) hemos obtenido deshidrogenasas o fermen-
tos que actian como ellas en ciertas condiciones, no sélo de la semilla, sino de las
vainas de los guisantes j6venes. Son menos activas que las otras,
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ble sencillamente el observarlo. Puede, en efecto, darse el caso (y de
ello se han derivado importantes aplicaciones en relacién con el calculo
de wvalores electrométricos a base de simples observaciones colorimé-
tricas) de que el hidrégeno que libere el medio por la accién de la enzima
no sea suficiente, si no se halla presente un donador que haga posible
la total decoloracién del Mb. También puede suceder que se haya puesto
cantidad excesiva de este indicador en relacién a la cantidad total de
liquido.

Como donadores de hidrégeno pueden emplearse 4cido succinico,
4cido glicerofosférico, ac. férmico, alanina, etc. Los 4cidos deben em-
plearse en forma de sus sales neutras, especialmente potdsicas, nunca
célcicas, de manera que influyan poco sobre la reaccién actual. No
deben emplearse nunca liquidos en los que se han disuelto indicadores
de equilibrio 4cido-base, buscando con ello un indice que nos dé seguridad
de que no cambie la reaccién actual del sistema, ya que todos aquellos
indicadores, aun en sus méximas disoluciones, son téxicos para las enzi-
mas deshidrogenadores.

Los tubos a vacio y demés aparatos descritos pueden emplearse para
la valoracién numérica del potencial de o6xido-reduccién, es decir, las
cifras de tiempo o cantidad de decoloracién pueden convertirse por cilcu-
lo en valores de potencial eléctrico (30).

Fundamento. — Como cero en la escala de potenciales, segtin pro-
puesta de Nernst, se toma el potencial de un electrodo de platino sumer-
gido en solucién doble normal de é4cido sulftirico, por el que pase hidro-
geno a la presién atmosférica. Los potenciales referidos a este cero se
indican por E,; cuanto mas fuertemente oxidado es un medio, hemos
visto que es més activo su potencial, de manera que el oxigeno a la pre-
sién atmosférica bajo el mismo Pk del electrodo normal da un potencial
de + 123 volts., diferencia de potencial entre el electrodo de oxigeno e
hidrégeno siempre constante, pero que varfa en su posicién en la escala
total segtin el Ph.

Cada uno de los indicadores de la serie de Clark representa para
cada Ph una parte de la escala de 6xido-reduccién, y entre todos la
cubren por completo; ya hemos dicho anteriormente que los mejores
valores son los obtenidos cerca de la neutralidad.

Copiamos dos figuras de Clark (22) y J. Needhan y D. M. Need-
han (25) para un Ph de 7‘4 la primera y de 7 la segunda. Si observa-
mos en la figura de Clark las concentraciones relativas del azul de meti-
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leno y de leucoderivado, veremos que se observa una reduccién de un
50 por 100 cuando el E; es igual a 0’0 (0, mas exactamente, = — 0'002).

Cuanto mds positivo sea el sistema, mayor serd la cantidad relativa

+.25

+20 \

\_‘\\- a) 2. Dicloro indofenol

/

+.15

+.10 T
_.J\ b} 1. Naftol; 2. Ac. indofenol-sulfdanico

7

+.05

-,05 \ \ ¢) Azul de metileno
\ d) Tetrasulfonato de Indigo

~-.i0 2

=45 - e) Disulfonato de indigo

/

25 50 (5] 100
Porcentaje de reduccidn

Fig. 1 (de Clark)

Equivalente eléctrico de la reduccion porcentual de var ios
indicadores a un Ph = 7'4

de Mb en su forma oxidada (azul), mientras que cuanto maéas negativo
mayor porcentaje tendremos de la forma leucoderivada.
Cuando se mezclan dos sistemas electrométricamente activos y de
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potencial diferente, se produce una reaccién entre los dos sistemas, oxi-
dando el més positivo al otro y viceversa, hasta igualar el potencial o
hasta llegar a una forma de equilibrio proporcional a las concentraciones
relativas de la forma oxidada y la forma reducida en el medio,

L)
o s So »75’ oo/ REDUCCION s
* 025 —
% “:{ - 23
4020 \\ HH‘H"'--.__‘ Yo B~ 22
Mo \
et \~ 2
% & o
K \\\\\\\&\ 2o 1. Indigotin-trisnlfonato potasico.
+.0°I5 s = Y 2. Indigotin-trisulfonato potdsico. '
[
Q ND‘S" \I— 9 8. Indigotin-tetrasulfonato potdsico |
o = I8 A 5 :
2. 4 4. 1, naftol; 2, 4cido; 26 — diclo-
+0-fo \ 1__“\ : rindo-fenolsulfénico.
\ 7 5. 1, naftol; 2, ac. indofeno] sulfé-
\ c BNTA nico. !
o085
* \ = | 5 6. O cresol 26, decloro indofenol.
’ w 7. C cresol indofenol; 8, 2‘6 dibro-
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- 13 leno,
|
I . m., bromo-fenol; B, timol-in-
\‘\ “ A
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Fig. 2 (de Needhan y Needhan)

Equivalente eléetrico de la reduccién porcentual de varios
indicadores a un Ph = 7

Supongamos una solucién de cloruro ferroso que se oxida a la tem-
peratura de la habitacién por permanganato potasico. El potencial de
la conversién de Ferro en Ferri es de -+ 0‘75 voltios, y el de la conver-
sién de permanganato en manganato, de -+ 1‘52 voltios,
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De manera que al mezclar las dos soluciones tendremos

CFe+++ I +
+ 0.75 + 0.0577 logc-ig}‘ﬁ?_ = 1.52 + 25571 log M#0O, x CH8*+

Donde 0‘0577 es igual (como hemos visto anteriormente) a la suma de
la constante de gases m4s la temperatura absoluta (273 + t.) dividida
Por 04332 X 0654 (coeficiente de conversién de logaritmos naturales
a logaritmos de Brigg, X equivalente gramo electrométrico en culombios).
C expresa las concentraciones respectivas de los iones y dividiendo, fi-
nalmente (en cada uno de los términos), el valor 0‘o577 por el nimero
de cargas idnicas que pierden, respectivamente, los cuerpos en la reac-
cion — 1 en Ferro a Ferri, 5 en

Mn++ 4 4H,0 4 5+ MnO4~ + 8H*

resolveremos el problema.

Suponiendo ahora el caso de que los dos sistemas se encuentran en
cantidades muy distintas en la solucién, de manera que pueda consi-
derarse una de ellas como predominante mientras que la otra, por su
escasa cantidad relativa, casi no juega papel en el cambio potencial, la
relacion —f:(; de la solucién es practicamente equivalente a la del sis-
tema predominante.

Un caso particular lo constituye cuando a un sistema electromotor
activo y concentrado se le afiade una pequefia cantidad de indicador
positivo en relacién al sistema predominante, y el cual, por reduccidn,

2 OX1 : .
se decolora. ILa variacién potencial del sistema — por influencia del
r(.\

indicador serd cuantitativamente despreciable en relacién a la del sis-
tema predominante, pero, en cambio, nos indicaré el estado de oxidacién
(cargas positivas) del predominante.

Si disponemos una serie de tubos en las condiciones descritas ante-
riormente, pero sin donador de hidrégeno y procurando que la decolo-
racién del azul de metileno no llegue a ser total por insuficiencia del
hidrégeno capaz de desprenderse, nos encontraremos que, pasado un
tiempo, se habri llegado a una constante de decoloracién por haberse
agotado el hidrégeno 14bil. Practicando observaciones colorimétricas de
tiempo en tiempo, encontraremos en dos determinaciones consecutivas
el mismo color, significando haber alcanzado una férmula de equilibrio
entre el Mb y su leucoderivado con un porcentaje determinado de
cada una.
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Supongamos, por ejemplo, que hemos llegado a este estado de equi-
librio con 53°6 por 100 de Mb, y 46°4 por 100 de L Mb.

Si buscamos en las tablas de Clark los potenciales de reduccién ob-
servados para el azul de metileno con distintos Ph, tenemos:

Ph. Potenciales

Pl v I e -+ o‘105

L3 R + o'os1

BBy G et + 0‘024

A e LR 0'000

B0, Lo siee e binisiale — 0'040

(2 2 e e e — 00068
y suponiendo que hemos trabajado con un Ph = 61, hallamos por
interpolacién en la tabla el valor 4 o‘or7. Este valor es exacto cuando

- oxi ! !
la relacion entre es igual a 1, pero como hemos visto en nuestro
re

caso, los valores se encuentran en la relacién 53'6 por 100 a 46'4 por 100,
y cuanto mds aumente la cantidad de forma reducida, mds negativo
sera el potencial y viceversa, el valor 4 o‘or7 menos una constante ya
conocida por cilculo, multiplicada por el logaritmo de la proporcién
entre forma reducida y forma oxidada, seguird la férmula general.

X = A — 0.03006 log —%-1?)%

siendo X el potencial que investigamos, y A, el potencial para propor-
ciones equimoleculares de las dos formas.
Asi en nuestro caso particular,

16
X = 4 0.017 — 0.03006 log _‘512): = o0.015 volts.

Las oxidaciones y reducciones que tienen lugar en los organismos
vivientes se realizan pocas veces espontineamente. A la temperatura
del cuerpo no se explica su produccién por los mecanismos quimicos ha-
bituales. Se requiere, por lo tanto, la intervencién de factores distin-
tos de los que intervienen en las reacciones de la qufmica inorganica.
Estos factores pueden ser diastasas, puede ser la activacion especifica de
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alguno de los elementos quimicos que intervienen en la reaccidn cam-
biando la arquitectura de su estructura molecular (34).

Entre las diastasas podemos citar las catalasas (Fhenard, 1818),
cuyo papel en los fenémenos de éxido-reduccién han demostrado Batelli
y Stern (35). Las peroxidasas que forman el agua oxigenada, la cual
libera luego oxigeno activo con el que se oxidarin los aceptores (Bach
y Chodat). (36). Las verdaderas oxidasas, de las que pueden distinguirse
varios grupos (Lambling) (37) dotadas de distinta funcién.

Abelous y Aloy (38) (39) en 1903 hablan por primera vez de enzi-
mas a la vez oxidantes y reductoras y las dan ya el nombre de éxido
reductasas : la reduccién de nitratos a nitritos con oxidacién simultinea
del aldehido salicilico por el extracto de higado de caballo (reaccién de
Cannizzaro) fué la primera que observaron. Afirmaban que siempre que
hay una oxidacién se produce simultineamente una reduccién, y que es
imposible inhibir una operacién sin inhibir la otra, lo que a sus ojos de-
mostraria la identidad de la diastasa productora de las dos operaciones.

Entre otras diastasas de este tipo podemos indicar las aldehidasas,
aldehidomutasas, alcoholixidasas, (Battelli y Stern (40), Parnas (42).

La succino-deshidrogenasa de Thunberg (47) actiia en la oxidacién
del 4cido succinico en los tejidos. Reaccién de deshidrogenacién tipica
y diastasa que aislaron Widmark (43) v Ohlson (46). Se encuentra en
los tejidos animales, actuando adn en ausencia del oxigeno siempre que
haya donadores de hidrégeno. Basindose en la accién de esta enzima,
Thunberg ha imaginado un esquema del metabolismo intermediario de
gran interés tedrico.

COOH COOH
| |
CH, CH
| +0 = T + H,0
CH, CH

‘ I
COOH CO0OH

En presencia del aire.

COOH COOH
CH, —_— CH —— H
| + | M | = | + | M,
CH, ) CH L “H
|
COOH COOH (leucoderivado)

En medio anaercbio.

Otra reaccién igual de deshidrogenacién y producida posiblemente
por un fermento muy préximo a la succino-deshidrogenasa de Thun-
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berg es la de la xantina y la hipoxantina que se convierten en
dcido trico.

N=C—0H N=C—0H
] B
| |
HOC C—NH\ + Hg— HC C—NH\ + H,0
[ = W
N—C—N- N—C—N
N=COH N=C—0OH

b 3 | l H
HC C—NH\ __+2H0 +:2|M, \_> HOC C—NH\ . +2|M <H

REv e | L/

El papel de esta succino-deshidrogenasa de Thunberg es, segin
Ahlgren (14), de gran importancia. Aun con riesgo de separarnos por
un momento de nuestro tema, copiamos a continuacién, extractado de
la interesante leccién del investigador sueco en la «Mayo Clinics, unos
datos sobre un posible ciclo, del metabolismo intermediario. Una parte
de los pasos sucesivos estd ya plenamente demostrada : el resto consti-
tuye por el momento excelentes hipotesis de trabajo.

Desde hace tiempo, los analistas han hallado en los tejidos vivos
pequefias cantidades de é4cido succinico, sin parar gran atencién en este
hallazgo. Sélo algunos autores habian relacionado de manera vaga la
existencia del succinico con el metabolismo de ciertos aminoacidos bibé-
sicos, aspartico y glutdmico. El descubrimiento de un enzima que actda
sobre el 4cido succinico y que se encuentra en todos los tejidos, hasta en
aquellos que, como el muscular, no parecen intervenir activamente en el
metabolismo proteico, no armoniza bien con un concepto que atribuya
un papel insignificante al 4cido succinico. Segtn Thunberg y Ahlgren,
el esquema del metabolismo del 4cido succinico serfa el siguiente:

1) El 4cido succinico por deshidrogenacién pasa a fumdrico;

2) que, con una molécula de agua, se convierte en 4cido malico;

3) una segunda deshidrogenacién forma el 4cido oxalacético,

4) vy su descarboxilacion, el 4cido pirivico,

5) que, nuevamente descarboxilado, pasa a aldehido acético,

6) que se convierte, por hidratacién y deshidrogenacion, en acido
acético,

7) Dos moléculas de acido acético, resultantes de dos de acido suc-
cinico, producen, por nueva deshidrogenacién, una nueva molécula de
4cido succinico, mientras que las otras dos de 4cido acético se queman.
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O sea, en conjunto:
_ CH,—COOH CH,—COOH
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Nos hemos detenido en la descripcién de este ciclo, porque nos
parece tedricamente del mayor interés. Sigamos después este inciso, el
estudio del mecanismo de los actos de oxidacién y reduccidn,

Dejando aparte ahora cuéles sean las diastasas que intervienen, y
estudiando solamente el proceso desde un punto de vista estrictamente
quimico, los fendmenos de oxidacién pueden explicarse por dos meca-
nismos opuestos. Desde hace afios, dos grupos de investigadores defien-
den, de manera absoluta y exclusiva, explicaciones contrapuestas, aun
cuando la verdad se encuentre probablemente en las prudentes palabras
de Hopkins (44) : «Mi epinién, con toda reserva emitida, es que los puntos
de vista de estos dos distinguidos investigadores (Warburg y Wieland) sélo
son mutuamente incompatibles cuando se expresan y mantienen en forma
dogmética. Y es que toda expresién exclusiva y rigida sobre cualquier
fenémeno de la vida resulta arriesgada, porque la mas insignificante
célula se atreve a menudo a comportarse como un pequefio hereje.n

Se han extraido, en efecto, de los tejidos diastasas aceleradoras de
la oxidacién «n vitroy (Wurmser) (24). Entre ellas, unas son deshidra-
sas, es decir, favorecen la separacién del hidrégeno, y otras, oxidasas que
dan lugar a la fijacién del oxigeno molecular. Estas parecen ser de tipo
semejante a los autooxidadores metéalicos. También puede influir favo-
reciendo las oxidaciones una accién de superficie con activacién fisica
de las moléculas. Recordemos, en efecto, los cambios de estructura mo-
lecular que pueden explicar desde un punto de vista fisico esta activa-
cién (Lewis) (34), (Langmuir) (48). Warburg ha intentado demostrar «in
vivos la importancia de estas acciones de superficie (49). Como demos-
tracion ha estudiado la influencia de los narcéticos, observando que la
inhibicién sobre la oxidacién es proporcional a la capacidad de adsor-
cién de los distintos téxicos por el sistema respectivo (50).

Pero esta accién de superficie no es tnica, y el oxigeno ha de ser
activado segtin el mismo Warburg por metales, en especial el Fe y el Mn
o por autoxidadores orginicos, que en sus pasos de formas oxidadas a
reducidas transportan el oxigeno de unos cuerpos a otros. Citemos, como
los dos mis caracteristicos entre estos agentes, el tipo glutatién, aislado
por Hopkins en 1921 (51), y el metil-glyoxal, del que se han ocupado
repetidamente Neuberg (52) y sus discipulos y colaboradores, entre ellos
C. Pi-Sufier Bayo (53), trabajando con las enzimas de las hojas del
tilo y de la levadura de cerveza.

Wieland cree en una accién de activacién sobre el hidrégeno, y cita
como demostracién palmaria la oxidacién del 4cido suceinico que tiene
lugar, como hemos visto en paginas anteriores, no sélo en presencia del
aire, sino en un medio anaerobio, siempre que contemos con un aceptor
de hidrégeno (Mb u otro)
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Dejemos ya la discusién de este interesante punto, que, por otra par-
te, no ha de influir en los resultados o interpretacién de la parte expe-
rimental de nuestra tesis. La conclusién -es que en los tejidos se reali-
zan constantemente actos de éxido-reduccién: es un medio propicio por
su 7H a estas acciones reciprocas y reversibles.

Nos hemos ocupado hasta aqui de exponer ripida y sucintamente
algunas nociones generales acerca de los actos de éxido-reduccién. Los
consideramos indispensables como premisa a nuestro trabajo. Fijadas
las ideas, entramos ahora con la parte original de esta tesis.

En los tltimos afios, dos problemas han ocupado especialmente la
atencién de los directores del Instituto de Fisiologia de Barcelona y sus
colaboradores inmediatos : el de la sensibilidad quimica del neumogas-
trico pulmonar y distintos temas en relacién con los mecanismos de re-
gulacién glucémica y sensibilidad trofica.

Como resumen de sus ideas sobre la segunda cuestién, Pi Sufier (54)
publica en 1927 sus notas sobre la patogenia de la diabetes. En este tra-
bajo, que viene a fijar opiniones expuestas en distintas ocasiones des-
de 1919, se suscitan nuevos problemas y se requieren demostraciones
con otras técnicas que confirman desde distintos puntos de vista las
mismas ideas.

Por nuestra parte, publicamos hace unos meses, con M. Farrin (55),
unas notas experimentales y clinicas sobre el asunto. Hoy atacamos de
nuevo el problema con perspectiva distinta y aprovechando una técnica
diferente de la empleada entonces y de la usada en los citados trabajos
orientadores.

De las investigaciones de Pi Sufier se deduce que toda dificultad en
el aprovechamiento de la glucosa por los tejidos (por ligadura, por he-
morragia, por dilucién hemdtica),* se traduce en un reflejo hipergluce-
miante, Las vias de este reflejo han sido estudiadas y precisadas (56).
Si el bloqueo parcial del organismo, de un segmento de cierta extensién
o simplemente la disminucién de la glucosa circulante, dan lugar a una
reaccion hiperglucemiante, es natural que la incapacidad relativa o abso-

* Para ¢l conocimiento de miiltiples cuestiones referentes al reflejo gluceniante,
sus condiciones y naturaleza, etc., puede acudirse a los trabajos de Pi Sufier, Be-
llido, Carrasco Formiguera, Houssay, Puche, Cervera, etc., contenidos en los dos
volimenes de Trabajos del Instituto de Fisiologia de Barcelona, y en los ocho de
Treballs de la Societat de Biologia de Barcelona.
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luta de los tejidos para metabolizar la glucosa, cosa que equivale a una
forma de bloqueo generalizado a todo el cuerpo, se siga del mismo resul-
tado. La hiperglucemia diabética serfa una consecuencia reaccional de
las dificultades de la glucolisis, Estas dificultades serfan lo inicial, el
trastorno primario de la diabetes, y proporcionadamente a ellas se produ-
cirfa adecuado el incremento de la glucogenia. Efectivamente, una vez
establecida la hiperglucemia en relacién de la intensidad del trastorno,
aquélla se mantiene relativamente constante en su elevado nivel mien-
tras subsistan constantes los factores de alimentacién, trabajo, elimina-
cién urinaria, etc.

Ademds de hiperglucemia, se observa, como es sabido, en la diabetes
hiperlipemia. La lipemia es una de tantas constantes orginicas que
depende, como otras, de mecanismos reguladores (57) (58) (59). Gra-
fe (60) expone el mecanismo de la regulacién lipémica y de la mobiliza-
cién de las reservas grasas, especialmente en el caso de que se aumenten
las necesidades por parte de los tejidos ; la inanicién es un caso de éstos,
y podriamos afiadir, también, la diabetes. «Debe existir algiin meca-
nismo que, a tenor de las necesidades nutritivas de las células, asegure
la llegada de las correspondientes cantidades de grasa a la sangre. Esto
se debe conseguir mediante modificaciones en la circulacién histica por
inervaciones vasomotrices o bien por actos de excitacién nerviosa directa
sobre las células.»

Y Geelmuyden (61) afirma que la existencia de un mecanismo de
regulacién especial de la lipemia y, por ende, de toda mobilizacién de
grasa con intervencién de los centros nerviosos correspondientes, abre
la posibilidad de una explicacién satisfactoria de la hiperlipemia dia-
bética.

Existe, por lo tanto, un reflejo lipemiante parecido al glucemiante
demostrado por Pi Sufier y provocado por el hambre local o general de
grasas por parte de los tejidos.

De los trabajos de Geelmuyden (62), Bloor (63), White (64), Allen (65),
Joslin (66) y otros investigadores se deduce que la hiperlipemia no de-
pende en primer término de la ingestién de grasas, sino méas bien de mo-
vilizacién de las grasas propias; movilizacién que es tanto mayor en el
diabético, a igualdad de otras circunstancias, cuanto mas intenso el tras-
torno nutritivo inicial, mayor la incapacidad para metabolizar la glu-
cosa. De lo que resulta que las variaciones de la glucemia y de la lipe-
mia son, dentro de ciertos limites, paralelas.

Las curvas de hiperlipemia provocada, obtenidas de modo parecido
a cémo se obtiene corrientemente las curvas de hiperglucemia, son, seglin
Bloor y Gillete (67), mas prolongadas y empinadas en los animales dia-
béticos que en los normales, y la insulina restablece con relativa faci-
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lidad (aunque no comparable en su brillantez a la ejercida por la misma
insulina sobre la glucemia) el nivel lipémico cercano a lo normal. Por
lo cual, Bloor se inclina a pensar que en la diabetes se produzca la insu-
ficiencia de una hormona, que contribuirfa a la remocién de los lipidos
de la sangre, hormona que facilitaria la fijacién de las grasas por los teji-
dos y acaso la combustién de la misma grasa, Y que parece ser de origen
hipofisario. Esta hormona actia acordadamente con un mecanismo ner-
Vioso consistente, como en la regulacién de la glucemia, en reflejos a
receptor trofico.

Son estos reflejos tréficos los que dan lugar a fenémenos reaccionales
especificos. Cuando, como en el caso particular de la diabetes, falte
glucosa a los tejidos (que no poderla metabolizar es lo mismo que si fal-
tara), ya hemos dicho que se producirdi un aumento de la glucogenia
con hiperglucemia y al mismo tiempo hiperlipemia. Cosa que se observa
siempre que, por cualquier causa, se dificulte el metabolismo de los gha-
cidos. Bien sea porque falten (inanicién, intoxicacién por la florizina,
la misma diabetes renal), bien por darse obsticulos a este metabolismo
particularmente por insuficiencia pancredtica (diabetes), o por pertur-
baciones de la respiracién : externa o interna : asfixia (Stewart y Ro-
goff) (68), intoxicacién por el éxido de carbono (Macleod) (6g) o bien into-
xicacién cianhidrica (Glassner) (70) o insuficiencia de ciertos tipos de
vitaminas (Kogan) (71).

Los experimentos de la serie expuesta por Pi Suiier y Raventds
muestran que es constante una elevacién considerable de la lipemia y
la glucemia en la intoxicacién aguda por cianuro sédico en perros a los
que se han administrado una inyeccién suficiente para producir fenéme-
nos claros de intoxicacién, pero sin llegar a la muerte.

Si recordamos, por otro lado, los fenémenos producidos en los casos
de avitaminosis por falta de vitamina B, comprenderemos que los fend-
menos observados son de indole igual a los estudiados hasta aqui.

Abderhalden (72-73), Okada (74) Ramoino (75), etc., han encontrado
en la avitaminosis cocientes respiratorios bajos que aumentan rapida-
mente por la administracién de vitamina B. Ahlgren (76) ha estudiado
la respiracién de los tejidos en los animales con avitaminosis, y ha visto
una depresién general de los fendmenos oxidativos.

No olvidemos tampoco una afirmacién fundamental de Bickel (77),
quien afirma que en la avitaminosis aumenta considerablemente en la
orina la cantidad de productos del metabolismo intermediario elimina-
dos; exactamente lo mismo que refiriéndose a la diabetes clinica expre-
sara ya Cammidge (78) hace muchos afios.

W. R. Hess (79) sostiene que el estado avitaminésico en los palo-
mos es consecuencia de un empobrecimiento de los tejidos en enzimas
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respiratorias, segin las ideas de Abderhalden. El cuadro clinico del
beri-beri puede reproducirse en todos sus aspectos por el bloqueo respi-
ratorio intoxicando los animales con acido cianhidrico.

La falta de diastasas respiratorias (Atmungstoffe) producida por el
régimen del arroz descascarado y pulido, vese aumentada ripidamente,
como era de prever, por la intoxicacién cianhidrica. Es decir, que si
sometemos dos lotes de palomos a la misma dieta sin vitamina B, unos
como control y otros con intoxicacién cianhidrica crénica, se hardn mas
facil y rapidamente avitamindsicos éstos que aquéllos, por sumacién de
causas productoras de iguales efectos.

El mismo Hess insiste repetidamente en las mismas ideas, y es cla-
sica la labor de su escuela de Zirich en este campo. Afirma (80) que la
intoxicacién cianhidrica no sélo reproduce el cuadro clinico de la avita-
minosis mejor que todos los venenos que influyen sobre los cambios
respiratorios (cafeina, arseniato potasico, quinina, etc.), sino que la reac-
cién secundaria ante agentes modificadores de estos cambios (tiramina,
feniletilamina) es la misma en ambos casos.

Esta depresion respiratoria en los tejidos la ha confirmado, por ani-
lisis del contenido gaseoso de la sangre segin el método de Barcrofit,
uno de los discipulos de Hess (A. Fleisch, 81). Messerle (82), también
de Ziirich, ha encontiado iguales lesiones histoldgicas en animales avita-
mindsicos B e intoxicados con cianuro; tipos ambos de lesiones explica-
bles, segtin el autor, por la hipo-respiracion. Debemos sefialar como de
especial importancia la degeneracién grasosa muscular y, en especial, del
miocardio.

El objeto concreto que nos hemos propuesto en nuestra presente
serie experimental constituye una parte del programa que nos propone-
mos realizar con el debido tiempo. Hemos empezado por el estudio de
la capacidad de reduccién del misculo de animales con intoxicacién cian-
hidrica y de animales diabéticos paralelamente con el estudio de las va-
riaciones hematicas concomitantes en cuanto a concentracién de glucosa
y grasa total. Tenmemos hechas, también, observaciones sobre la into-
xicacién cianhidrica de la levadura de cerveza. Seguiremos més ade-
lante estos trabajos con el estudio de la reduccién muscular en los ani-
males avitamindsicos e intoxicados con arseniato sédico. Pensamos re-
hacer también, siguiendo esta técnica, los trabajos de Pi Sufer y Pu-
che (83) sobre la hiperglucemia por la asfixia, estudiando, ademis, las
variaciones de la lipemia.

Una parte de estos trabajos es la que expongo hoy a vuestra con-
sideracion.




PROTOCOLO

Antes de llegar a dominar completamente la técnica, hemos reali-
zado gran nimero de valoraciones que, naturalmente, no inclufmos en
esta Memoria. Hemos de hacer constar, no obstante, que sus resultados
generales vienen a confirmar siempre los valores obtenidos en los expe-
rimentos definitivos.

SERIE I
Inloxicacion por cianuro poldsico, em ranas

Técnica. — Se toman dos ranas de igual tamafio, ambas en buen
estado de nutricién, recientemente traidas al laboratorio. Deben ser
de la misma especie (Rana temporaria en nuestras observaciones).

Intoxicada una de ellas por inyeccién de cianuro potdsico en el saco
linfdtico, después de transcurrida media hora y estando la rana viva,
se practican determinaciones de reduccién segiin el método de Thunberg,
con misculos de cada una de las ranas, normal e intoxicada.

1
Mb. Sol, Fosfato K,  Glicero- Agua Tiempo
Tubos 1/1000 (SOrensen) fosfato _destilada  en minutos
: g S b o'1 o'1 0'1 o'z 21
B viaieeeiacs 0'2 o'1 o'z o1 40
A ol ars 0'3 o'l o't — 50
Y e o'l o'r o'1 o'z 27
5 aieyeridelaass ¥ o'2 o'l 01 o1 54
O = e 0'3 o't o'1 — 88

Temperatura, 34°.

Tubos 1, 2 y 3 : Rana normal.

Tubos 4, 5 y 6 : Rana intoxicada. Inyeccion CNK n/s, 1 ce.
Mfisculo, oz gr. por tubo,

2
Mb. Sol. Fosfato K. Glicero- Agua Tiempo
Tubos 1/1000 (Strensen) fosfato destilada en Eninutos
il Sl < o1 o't o'l 0'2 26
S o'z o'l o'l 0'1 49
R A 0'3 o't o'l — 72
S R e 0'1 o'r o't 0'2 33
R, e o2 o'l o'l o1 66
S . 0'3 o'l o'l - 121

Temperatura, 36°.

Tubos 1, 2 y 3 : Rana normal.
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de cianuro potésico.

Tubos 4, 5 y 6 : Rana intoxicada.

3

Mb. Sol, Fosfato K.
1/2000 (Strensen)
o'l o'l
o'z o'r
0'3 0'1
o'l o1
o2 01
0'3 o1

Misculo, o'z gr. por tubo.
la papilla muscular ha durado, para cada una de las ranas, siete minutos.

Temperatura, 36°.

Tubos 1, 2 y 3 : Rana normal.
Tubos 4, 5 ¥ 6 : Rana intoxicada en veintisiete minutos.

Miisculo, o'z por tubo.

3

Mb. Sol.  Fosfato K.

Tubos 1/2000 (Strensen)
! ST N o't o1
2T o'z o't
T T o'3 01
4. . o1 o'r
5 (a 33 o1
B 0'3 o'r

Glicero- Agua

fosfato destilada
o't 02
01 oL
o'1 —
o'1 o'z
o'r o'1
01 —

Inyeccién, 1 cc. de solucién n/s
La operacién de preparar

Tiempo
en_'_ﬁmiuutus
9
17
34
Ly
29
34

Papilla obtenida en cuatro minutos.

Temperatura, 34°.

Tubos 1, 2 ¥ 3 : Rana normal.
Tubos 4, 5 v 6 : Rana intoxicada en cuarenta y dos minutos,

Miisculo, o'z por tubo.

mento.

Tubos 1,
Tubos 4,
Muisculo,

5
Mb. Sol. Fosfato K.
1/2000 (Sbrensen)
o'1 o'1
0‘z o't
03 o'I
o'1 0'1
0'2 o't
0'3 0'1
Temperatura,

Rana normal.

3 :
6 : Rana intoxicada.
por tubo. Papilla en seis minutos,

Papilla en seis minutos.
Obsérvese como la ausencia del dador de hidrégeno retarda considera-
blemente los tiempos de decoloracién e irregulariza la marcha del experi-

Glicerc- Agua Tiempo
fosfato destilada en minutos
— 02 34
— 0'L 56
-— o 86
— 02 52
- o'1

74

152

Glicero- Agua Tiempo
fosfato destilada en minutos
o't o'z I3
o'r o't 21
o'1 40
o1 02 19
o1 o1 41
o'l — 60
o

35




SERIE 11
Levadura de cerveza

Para intoxicar la levadura ponemos en una caja de Petri una capa
fina de levadura cubierta por la solucién de cianuro potsico durante
un tiempo variable. Luego se deseca la levadura (como hemos hecho
normal) mediante gasa, hasta poderla pesar ficilmente con la balanza
de torsién sin quedar adherida al platillo.

1
Levadura Mb. Sol. Agua Tiempo
__Tubos ~ cervesa _ 1/5000 FosfatoK. Glicerina destilada en minutos
: S e o's o'z oI o'Y 11
N 0'4 02 o1 0'I o'r 13
IS 03 o'2 o'c o'1 0'2 9
) o'2 o'2 o'l 0'1 03y 8
| —— o's o'z o'l o'1 —_ 10
Bt oneracs o'y o'z 01 o't o't 10
S 03 o'z o'1 o'l o'z 7
Ao acen o2 o'z o'1 0'1 0'3 6

Temperatura, 36°.

Tubos 1, 2, 3 ¥y 4 : Levadura normal.

Tubos 5, 6, 7 v 8 : Levadura intoxicada.

(La cantidad de levadura no parece influir de manera apreciable en el
tiempo de decoloracién).

2

Mb. Sol. Agua Tiempo

Tubos 1/6000 Fosfato K. Glicerina destilada en minios_
S e 01 o'2 o' o'z 8
Zv s wioers w s isE o'z o'z oI 0'1 10
B ainia i 0'3 0'2 o'r - g
A AR 0’4 o'z o'l — 8
LR =R R - o'1 o2 o1 o'z 5
N iy, e o'z o'2 o1 o1 6
s oace siarive 0'3 o'2 o1 — 2
R o'4 o'z o'1 = =

Como 1la decoloracién ha sido muy rédpida y dificil la lectura,
aunque aprecidndose claramente una aceleracion en los tubos 5, 6, 7
y 8, se repite el experimento en las mismas condiciones con azul de me-
tileno al 1/500,




Mb. Sol. Agua Tiempo
Tubos _1_"5020 Fosfato K. Glicerina destilada  en minutos

| s M- o'1 o'z o't o'2 29
[ R iyoe aunienie i o'2 0'2 o'l o'r 65
! e FeL e It e g 0’3 02 o1 — —
Py S o1 o'z o' o'z 12
o Ve g o'z o'z o'r o't 22
! £y e n e 0'3 o'z 0'1 — 37
Temperatura, 37°. {
|
Tubos 1, 2 ¥ 3 : Levadura normal. !
Tubos 4, 5 ¥ 6 : Levadura intoxicada.
! o4 gr. de levadura en cada tubo.

3
Mb. Sol. Agua Tiempo
Tubos 1/5000 Fosfato K. Glicerina destilada en minutos
i A T 0'05 0'2 o't o'1 9
A O o'l 0'2 o'r 0‘05 16
A 0‘15 0'2 o1 — 23
Bty e alp ey o‘o; o'2 o'r o'r 7
s s e o't o'z o‘r o‘o5 12
R ey 0'15 o'z o'r — 16

Temperatura, 34°.

Tubos 1, 2 ¥y 3 : Levadura normal.
Tubos 4, 5 ¥ 6 : Levadura intoxicada,
o4 gr. de levadura en cada tubo.

4

Repetida la valoracién con la misma levadura y en la misma forma con
azul de metileno 1/500, a las tres horas no ha decolorado completamente
ninguna muestra, pero se ve considerablemente més adelantada la decolo-
racién en los tubos correspondientes a levadura intoxicada.

5
Mb. Sol. Agua Tiempo
Tubos 1/6000 Fostato_}i'. Elicerim destilada en minutos
X e o‘os o'z o't o'r 10
AR L 0'1 o‘2 o1 0'05 16
e et nls arane 0'15 02 o'l - 30
R sieis : o‘o5 o2 o'r o1 7
ey aae e 0o'1 02 o'1 o'oj 9
O sy 0'15 o2 o'r — 24

Temperatura, 35°.
Tubos 1, 2 v 3 : Levadura normal.

Tubos 4, 5 v 6 : Levadura intoxicada.
0‘3 gr. de levadura en cada tubo.
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SERIE IIT

Perros con intoxicacion cianhidrica aguda. Estudio paralelo de la capa-
cidad de reduccion del miisculo y de las curvas de glucemia y lipemia.

Técnica. — En perros previamente anestesiados con cloralosa, se
determina la glucemia y la lipemia, ¢ inmediatamente se les toma una
pequefia porcién de misculo, generalmente del cuello, por estar ya al
descubierto al buscar la yugular con el objeto de practicar las tomas de
sangre; ligado el musculo, se procede con la porcién separada (después
de bien lavada) a la determinacién de su poder de reduccién, y pasada
entre media y dos horas después de una inyeccién endovenosa de cianuro
potasico (en el momento que parezca de maxima gravedad de la intoxi-
cacién cianhidrica), se repiten las mismas operaciones, investigando de
nuevo la capacidad de reduccién muscular, la glucemia y lipemia.

1

Perro de 12 kg., anegtesia 135 cc. cloralosa endovenosa a las 4.20 h.

Glucemia Lipemia

4.40 h. Primera toma de sangre....... 089 0'34
5h.... Segunda toma de sangre...... 0'03 0‘36
5.10 h.  Ablacién del primer miisculo. — —
5.15 h. Inyeccién de 7 mgr. de CNK,

via endovenosa.......... S - —
5.45 h. Tercera toma de sangre....... 1'22 039
5.35 h.  Separacién del segundo mrisculo. —— —
6h.... Cuarta toma de sangre........ 1°24 043

El animal ha presentado los sintomas habituales de la intoxicacién cien-
hidrica, con respiracién trabajosa.

Mb. Sel. Agua Tiempo
Tubos 1/1000 Fosfato K. Glicerina destilada en minutos
ST Isnrles 04 o'2 o'r — 13
- R - 0'3 o'z (038 0'1 10
e A e o'z 02 o'r o'z 7
i avsian v o . o'y o'z o'r — 58
Boioivaleaesh 0’3 o'z (03 o1 42
R o2 o'z o'1 o'z 31

Temperatura, 34°.

Tubos 1, 2 y 3 : Miisculo anterior a la intoxicacién.

Tubos 4, 5 v 6 : Después de la inyeccién.

o2 gr. de miisculo en cada tubo.

Papilla : Para el primer miisculo, cuatro minutos; para el segundo, nueve.,

Esta diferencia de tiempo, como ha demostrado Ahlgren, puede haber
influido en la considerable diferencia de tiempo entre unos y otros tubos.
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2
Perra de 11 kg.
Glucemia Lipemia
4.50 h.  Anestesia 120 ce. cloralosa..., - —
5.10 h. Primera toma de sangre....... o'72 0'34
5.35 h. Segunda toma de sangre...... o078 —_
5.40 h.  Ablacién del primer misculo.. - —_
5.45 h. Inyeccibn 8 mgl. CNK (intra-
VETLOBRY. oo iovnis v o mieia sinabs pe —
6h.... ‘Tercera toma de sangre....... o'81 041
7h.... Ablacién del segundo miisculo. — -
7.10 h, Cuarta toma de sangre........ I'26 0'61
Mb. Sol. Agua Tiempo
Tubos 1/200 Fosfato K.  Glicerina destilada  en minutos

BN e e s 03 o'z o1 —- 23
2 e o'2 o'z o1 o't 18
Ate P o o'1 o2 o'1 o2 II
T 0’3 02 o'r — 39
B el ate s arara e o'z o't o'r o'r 31 {
0 aaince o'1 0'2 01 o'z 22 !

Temperatura, 37°. !

Tubos 1, 2 ¥ 3 : Musculo anterior a la intoxicacién,
Tubos 4, 5 v 6 : Misculo intoxicado.
o'z gr. muisculo en cada tubo.

3
Perro de 17 kg.
Clitenis

4.45 h. Inyeccién 200 ce. cloralosa....

5.20 h, Primera toma de sangre....... T
5.35 h, Segunda toma de sangre...... ‘12
5.40 h. Separacién del primer mtsculo. -
5.45 h. Inyeccién 12 mgl. CNK....... —_
6.10 h. Tercera toma de sangre..... ~r 251
6.50 h. Cuarta toma de sangre........ 238
7h.... Separacién del segundo misculo. o~

Entre 5.48 y 6, respiracién artificial al perro para evitar la asfixia.

Papilla en seis minutos para cada misculo.

Lipemia

042
0'39

0'46

0'51

Con

esto se repone facilmente, recobrando luego el ritmo respiratorio normal.

Mb. Sol, Fosfato K. Agua Tiempo

Tubos 1/2000 (Strensen) Glicerina destilada en minutos
T sl e T 0’3 o1 o'1 — 18
R o'z o'1 o'r 0’1 —
B Ot o1 o'l o't o'z IT
e e 0'3 o't o1 - 78
R e 02 o't o'r o'1 40
B e vivnsins o't 0'1 o't o'z 24

Temperatura, 38'5°.

Tubos 1, 2 ¥ 3 : Misculo normal.

Tubos 4, 5 ¥ 6 : Miasculo después de intoxicado el perro.
Papilla en seis minutos.

o'z gr. de misculo en cada tubo.
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Perra de 16 kg.

Glucemia Lipemia

3.45 h. Inyeccién 180 cc. cloralosa,... — s
4.20 h, Primera toma de sangre....... 1‘02 0’41
4.35 h. Segunda toma de sangre...... 1‘o2 - -
4.40 h. Separacién del primer mmisculo. S -
5h.... Inyeccién 25 cc. de cloralosa y

xz mgr: CNEoaiyaviiecaes —_ —
5.30 h. Tercera toma de sangre....... I°43 0'47
6h.... Separacién del segundo musculo. — —
6.10 h, Cuarta toma de sangre........ 1'66 0’51

Mb, Sol. Glicero- Agua Tiempo
Tubos 1/2000 Fosfato K. fosfato destilada en minutos

e S 0’4 01 o'I - 38
B et ats abas fan o'2 o'1 o't o'z 19
Bl o'l 0'1 o'r 03 9
L L o'4 o'r1 0'1 -— 119
O chn e S o'2 a'1 oL o'z 60
e mhon o e 0'1 o1 01 03 23

Temperatura, 35°

Tubos 1, 2 ¥ 3 : Misculo normal. -
Tubos 4, 5 y 6 : Misculo intoxicado. Papilla en siete minutos.

5
Perra de 14 kg.
Glucemia
3.30 h., Anestesia 150 cc. cloralosa............ =
3.55 h, Primera toma de sangre.............n 076
4.15 h. Segunda toma de sangre.............. 0'75
430 k. Inyeccidn 10 mig. CNE.:.connvsrnmsas —
4.54 h, ‘Tercera toma de Sangre............ S 1'15
5.20 h. Cuarta toma de sangre..... fosiasaIs T I
5.30 h. Separacién del muisculo.......covneunn —
5.40 h., Quinta toma de sangre...........-... 1‘'01
Mb. Sol. Glicero- Agua Tiempo
Tubos 1/2000 Fosfato K, fosfato destilada  en minutos
: GURC 0'3 0'1 o'1 —_ 37
T A 0'2 o1 0'1 o'r 20
e T 01 o'l o'1 o'z 6
P A R o'3 o'r o'1 - 46
T o'z o't o'1 o'l 28
T - 0'1 0'1 o'1 o'z 10

Temperatura, 34'5°.
Tubos 1, 2 y 3 : Miusculo normal.

Tubos 4, 5 ¥ 6 : Miisculo intoxicado. i .
o2 gr. misculo en cada tubo. Papilla en cinco minutos.
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SEriE IV
Observaciones en animales diabéticos

Técnica. — Se hace la observacién en el animal sano extrayéndole,
al tiempo de empezar su pancrectomia, un trozo de misculo y una mues-
tra de sangre. Unos dias después, cuando se observan ya trastornos
diabéticos, glucosuria acentuada y el animal se encuentra en mal estado,
se toma el segundo misculo. En todos los animales se ha practicado
la autopsia para verificar si la extirpacién del pancreas ha sido total.

Perro de 14 kg.

Anestesia cloralmorfina 15 ce. por inyeccién intraperitoneal. Gluc., o'61;
lip., o'33.

Seis dias mds tarde, orina con glucosa fuertemente positiva. Gluc., 1'96;
lip., o'53.

Mb. Sol. Glicero- Agua Tiempo
Tubos 1/2000 Fosfato K. fosfato __destilada en minutos
A S 0'3 o'l o'r — 29
AN, S o'z o'r o'1 o1 20
L R AN o'r o'l o1 o2 11
desvsnnnsias 0‘3 o1 o'r — 46
Bt yareba s o'2 o't 01 o'z 29
AT o'r 0'r o'r 02 14

Temperatura, 35'5°.

Tubos 1, 2 y 3 : Miisculo antes de la operacién. Papilla en seis minutos.
Tubos 4, 5 y 6 : Misculo seis dias después de la operacién,

Papilla en siete minutos. o‘2 gr. misculo en cada tubo.

Pancrectomia total en un tiempo, segiin técnica de Hedon-Allen.

2

Perro de 13 kg.

Anestesia cloralmorfina 13 cc. intraperitoneal.

Pancrectomia total en un tiempo segtin técnica de Hedon-Allen.
Glue., 0'82; lip., 0‘32, antes de la operacién.

Glue., 1°28; lip., 0'47, a los cuatro dias.

Mb. Sal. Glicero- Agua Tiempo
Tubos 1/2000 Fosfato K. {osfato destilada en mimnﬁ
o e A 0'4 o't o'r - 22
B el s s 0'3 o'r 0'1 o't 16
S et o‘2 o' o'r o'2 10
e o e s o'r o'r o'1 0'3 6
B A 348 b g 04 o1 o'r -— 40
Bl AT 0'3 o1 o'r o'r 29
e O T o'z o't o1 o'z 21
S5 Sitims e o'r o'r o'r 03 1I

Temperatura, 36°.
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Tubos 1, 2,
nutos.

Tubos 5, 6, 7 y 8 : Cinco dias después de la operacién,

02 gr. misculo en cada tubo. Papilla en seis minutos,

3 ¥ 4 : Misculo antes de la operacién. Papilla en seis mi-

Las soluciones de fosfato y glicerofosfato potdsico usadas por nos-
otros son decinormales. La primera, a partir de la mezcla de Sérensen.
Las de azul de metileno se preparan partiendo de una solucién de re-
serva al 1/500 guardada en sitio obscuro.

En la fotografia puede verse completa la instalacién. Después de
pesado el misculo en la balanza de torsién A, se pasa rapidamente a los
tubos B, que contienen ya todas las soluciones, menos el Mb, que se in-
corpora en el dltimo momento, practicando el vacio con la bomba C,
después de lo cual se cierran los tubos y se sumergen en el bafio D. El
motor eléctrico E asegura el movimiento del agua para mantener uni-
forme la temperatura en todo el termostato, la llama se regula con mer-
curio por F.

El estudio de #H y de los procesos de éxido-reduccién, hoy de un
gran interés biolégico, stendrd més adelante un interés clinico?

Es muy dificil la afirmacién, pero casi siempre todo progreso en
Fisiologia tiene, mds o menos tarde, por via directa o indirecta, reper-
cusién en el campo clinico. Y conocer el potencial de éxido-reduccién
en los tejidos constituye ciertamente un gran progreso.

Hasta ahora, no obstante los problemas practicos suscitados alre-
dedor de estas cuestiones, son todavia en niimero escaso.

Sefalemos, por ejemplo, que R. Wolf (83) hace algunas indicaciones
en este sentido, en relacién al diagnéstico diferencial entre distintas bac-
terias del grupo Ebert-Coli.

Y sefialemos, sobre todo, los trabajos fundamentales de Warburg
¥ sus colaboradores, reunidos en un libro reciente (81), sobre la célula
cancerosa. Trabajos de indole experimental es posible que encierren
la clave del terrible problema, hasta ahora insoluble, del origen del cancer.
Sea o no asi, es tan grande el interés de las investigaciones, y es tan 16-
gica y clara la exposicién de las ideas, que no podemos resistirnos a re-
producir unas piginas como colofén de nuestro trabajo.

¢5i ponemos un corte de carcinoma en una solucién de Ringer y
estudiamos su metabolismo, vemos con sorpresa que los cambios res-
piratorios son menos intensos que los que presenta el epitelio en reposo,
0 el higado o el rifién y mucho menos que los del tejido embrionario.
Esta experiencia nos sirvié de punto de partida para el estudio del meta-
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bolismo de la célula cancerosa : y descubrimos que la célula cancerosa,
a mas de la respiracién, cuenta con una segunda reaccién capaz de pro-
porcionarle la energfa para su rapidisima reproduccién. La célula can-
cerosa no oxida solamente el azicar, sino que, ademds, le hace fermen-
tar hasta 4cido lactico, y en tal proporcién, que produce hasta 10 a 12
por 100 de su propio peso de 4cido lactico por hora.

La fermentacién lictica del azdcar constituye el origen de una gran
parte de la energfa desarrollada en la cédula cancerosa; energia por lo
tanto, que no procede a la oxidacién, sino de la glucolisis, del desdobla-
miento molecular anaerobio.

En medio anaerobio se comportan de la misma manera los tumores
benignos que los malignos; en cambio, en atmésfera de aire, los tumores
malignos conservan una actividad glucolitica considerable: su respiracién
es insuficiente para cubrir y anular la glucolisis, contrariamente lo que
sucede en los tumores benignos. Por molécula de oxigeno consumida,
los tumores malignos producen tres o cuatro veces mis 4cido lactico que
los benignos.

La rapidez de multiplicacién celular es una funcién de la rela-
fermentacién

oxidacién
comparamos el crecimiento de los tumores benignos con el crecimiento
embrionario. El poder glucolitico de las células en este crecimiento
desaparece, no obstante, en medio aerobio.

Hemos estudiado particularmente los tejidos epitelial y conjuntivo,
de donde se derivan la mayoria de los tumores malignos (sarcomas, car-
cicomas), y el resultado de nuestras investigaciones ha sido la conviccién
de que existe una ligera actividad glucolitica en todos los tejidos, hasta
los adultos, de manera que se puede afirmar que los caracteres propios
del metabolismo de los tejidos embrionarios no desaparecen en absoluto
en toda la vida. Un epitelio joven presenta un poder glucolitico supe-
rior a un epitelio en reposo, pero inferior al epitelio embrionario, y muy
inferior al epiteliomans.

Véase en estos parrafos el interés teérico, y seguramente en su dfa,
también, prictico, de la fase fermentativa-anaxibidtica en la vida celular.

Si, por otra parte, recordamos, también, en este lugar y entre
muchos otros ejemplos posibles las investigaciones sobre energética y
quimismo del mdsculo realizados por Hill y Mayerhof puntualizando la
doble fase anaerobia y oxidativa, y acercamos a estas nociones las que
debemos a Embden y su escuela- sobre el metabolismo intermediario,
y a Neuberg y colaboradores acerca de la fermentacién alcohélica con
sus mecanismos de hidrodéstica y la produccién de las mismas substan-
cias que en la nutricién animal, como se pasa a la fermentacién a la

cién » ¥ los resultados son todavia més sorprendentes si

160




oxidacién segiin se trate de levadura baja o de levadura alta y como
estas dos maneras de vivir la cédula del sacharomyces reproduce la tota-
lidad del metabolismo en los animales, comprenderemos toda la impor-
tancia actual del tema que nos ocupa y lo prometedor de su estudio.

Razén por la cual, y a veintiocho afios de distancia, tal como deci-
mos al comenzar, hemos querido que nuestra tesis doctoral, como la de
nuestro padre, versara sobre fenémenos de la vida anaerobia.

CONCLUSIONES

1.2 El método de Thunberg constituye una técnica sencilla y eco-
ndémica para la investigacién de problemas en relacién con la capacidad
de reduccién de los tejidos.

2.8 Acompafia a los distintos fenémenos explicables por una dis-
minucién (cualquiera que sea la causa) de la respiracion interna, una
disminucion en la capacidad de reduccién tisular.

3.8 En efecto, los animales intoxicados con cianuro potédsico deco-
loran mas lentamente el azul de metileno que los controles normales.

4% Lo mismo se observa (es cierto que el ntimero de casos estu-
diados es todavia escaso) en los animales diabéticos.

5.2 La intoxicacién de la levadura de cerveza por el cianuro po-
tésico da lugar a una aceleracién de la decoloracién del azul de metileno,
No podemos hasta ahora adelantar explicacién ninguna que resuelva
esta aparente contradiccién con lo que ocurre en el miisculo.

6.8 Los resultados conseguidos en estas investigaciones constitu-
yen un dato mds, y que creemos de interés, en confirmacién de la idea
de Pi Sufier sobre la patogenia de la diabetes.
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