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Continuando el estudio sistematico del rol que juega el Bazo en los
mecanismos defensivos contra la infeccién con Bortonello muris v de
acugrdo con el plan de trabajo delineado con el Profesor Telémaco 8. Ba-
ttistini, se ha investigado el rol que pueda eiercer 1a fraccidn de Lipidos
esplénicos heterslogos alcohol-éter solubles de Bazo de res sobre el curso
de la Bartonellosiz murina.

Marerian v Mrronos

Ubtencion de Lipidos Beplénveos Heferdloges Alcohol - Eter  sofubles,
Esta fraccidn esplénica, que en adelante serd denominada "LEH (Lipi-
dos Esplénicos Heterdlogos), fué obtenida empleando la técnica de frac-
cionamiento de Hartman descrita por Perla y Marmorston-Gottesman
{4}, con algunas medificaciones. El extracto o fraccion fué preparado se-
giin la siguiente téenica: '
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{500 gramos de pulpa de bazo fresco de res fueran extractados con
3.060 cc. de éter etilico quimicamente puro, divididos en siete porciones: 2
de 780 cc., 3 de 400 ce., 1 do 200 cc. y otra de 100 cc. Las extracciones so
hicieron por agitacion mecanica horizontal {Agitador de Kahn) a la tem-
peratura del laboratorio en recipientes de vidrio de baja trasmisién acti-
nica v en atmésfera saturada de CO., a fin de evitar la formacién de pe-
roxidos en log Lipidos extractados.

2.~El total de las extracciones etereas fué concentrado a 15°C. ¥
80 mm. Hg. de presion en desecador de vidrio de baja trasmision actini-
ca hasta evaporacién total del solvente exiractor, obteniéndose 13 gm.
de Lipidos esplénicos totales éter solubles; o sea, el 2.6 %o del peso de bazo
fresco original.

3.~Los Lipidos asi obtenidos fueron extractados con siete porciones
de 50 ¢c, de aleohol etilico de 955 a 80°C. en ¢l Bafio Maria. La faccién
lipoidica alcohol inscluble fué descartada.

4,—Los extractos alcohélicos obtenidos se refriegaron a —~10°C, en
ura mezcla de hielo-CaCl, obteniéndose ja precipitacién de los lipidos in-
solubles en aleohol frio. I precipitade se descartd por centrifugacion a
3,000 rop.on. Esta operacién se realizé en forma exaustiva hasta que no
apareciera mas precipitado por refrigeracion,

5. El extracto alcohélico se conservé luego a 5'C. durante 5 dias
¢n la nevera, precipitando ast una nueva fraccidn Hpdidica en forma de
cristales exagonales planos. Jos que se separaton por centrifugacién en
frio. :

6.E1 extracto alcohslice, libre de lipidos insolubles en frio, fué con-
centrado luego a 45°C. v 41 mim. Hyg. en recipiente de vidrio de baja tras-
misién actinica, hasta evaporacidn completa del solvente.

7. ~El residua lipaidico del extracto alcohélico fué disuslto en 70 cc.
de eter etilico g.p. v sometido a una refrigeracion con mezcla de hiclo-
NaCl en la nevera, Bajo estas condiciones precipité un lipido blanco Ho-
culoso el que se descartd por vefrigeracién. Dicha operacién fué repetida
hasta obtenerse tan sdlo una cantidad desoreciable de precipitado.

8 La solucién eterea de la fraccién de lipidos esplénicos asi aisla-
dos, tué evaporada a sequedad a la temperatura ambiente y 38 mam, Hg.
sobre NaOH, obteniéndose 4.4 grms. de fraccién lipsidica esplénica al-
cohol-eter soluble, o sea un rendimiento ponderal de 0.88 % con relacion
al peso de bazo fresco original,
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9.—Los 4.4 gems. de LEH fueron suspeadidos en Suero Fisiolagico
estéril por agitacidn mecinica con perlas de vidrio, hasta obtenerse una
suspension al £.28 %, o sea una concentracidn de 0.0628 gm. por cc. v
ur volumen final de 70 co. de suspensién.

Frsaio Rioldgica de la Froceidn de LEH. — Con el Hin de investigar

el posible valor terapdutico de la fraccién de Lipidos esplénicos heterdlo-
gos alcohol-éter solubles en la Bartonellosis murina, se empleé un disefio
experimental de tipo Pareado Ortogonal igual al descrifo en anterior
opertunidad {1).
" 16 ratas albinas INH sin distincién de sexos con un peso promedio
de 46.36 grms. v cuya edad oscilaba entre 2 v 3 meses, fueron usadas co-
mo poblacién experimental, pareandolas en 8 grupos de 2 individuos ca~
da uno: Tratado v Contrel. Los animales de ambas Series fueron mante~
nidos en idénticas condiciones de allmentacidn y vivienda durante ¢l tiem-
po que durd e} experimento.

Todos Ioy enimales Tueron inyeciadog por via intra-peritoneal con
0.5 cc. de sangee citratada de rata bactenellésica 28 dias antes de ser es-
vlenectomizados, Bl 100 % de las ratas esplenéctomizadas, bajo estas cone
cdiciopeas. mostraren Barfonella muriz en la sangre circulante 24 horas des-
pués de la operacién, Elindice de parasitiemo bartonelldsico fué determi-
nado hematologicamente por medio de frotises de sangre coloreados con
Wright, cada 12 horas, contandose 1,000 globules rojos por lamipa.

El individno “tratads"” de cada par recihis 1 cc. de suspension de
LEH al .28 % por via intraperitoneal cada 24 horas durante 7 dias con-
secutivos, por considerar dicha dosis o bastante concentrada en relacion
con la posible cantidad de lipidos en el bazo homdlogo. La serie "contro-
les” no recibid ningdn tratamiento,

Cuando ¢ parasitismo globular de ambas Series alcanzé un indice
promedio del 18.54% de hematies parasitados a las 72 horas de la esple-
nectomin, se inicit la administracion de LEH en la dosis v forma descrita,

Husvrrapos v Dsovsidy

El resultedo del experimento materia de la presente comunicacion se
halls condensado en la Fig. I, la que presenta en forma grafica la curva
porcentual de parasitismo globular en ambas series. Dicha curva parece
indicar a primera vista una difesencia bastante apreciable, en funcisn def
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tiempo, entre la serie “Tratadas™ y la serie "Controles”, sugiriendo una
posible accién terapéutica, de escasa potencia, de la fracciéon de LEH. Sin
embargo, el analisis matematico estadistico de los datos experimentales,
siguiendo la técnica del Analisis de Variante segun Bliss (2), arieja un
punto de Probabilidad "P" entre 0.9 y 0.8 para la comparacion entre las
dos series. Es decir, que Ja aparente diferencia grafica entre el parasitis-
mo globular de las ratas tratadas y las controles, carece en absoluto de
significado estadistico. Ademas. la justifizacion de la aplicacién del méto-
do matemaético al analisis de los datos experimentales se desprende cla-
ramente de la grafica de la Fig. 2, en que puede observarse ortogonalidad
grafica aceptable entre las dos series, '

100

SERIE TRATADAS - — — — =
-10

SENIE GONTAQLES:

80,
ka8
60
50
49

30+

GLOBULOS ROJOS PARASITADOS

20t

“%

0

" L : —

G 16 20 30 4@ S0 60 TG 80 B¢ GO 1O (20 30 140 150 160 FU 160 190

Hores Postrespisnescizmio
Fiy. i — Represendaeion grdfica vomgeoalive de b evrvi poreehon de perasitisinn
glativdar de la Serie “temtadas™ y Serie ronlroles”. La flechn dadica el ety on
e s inieio e aplicacion de b faecide LEH a ly Sevie @ Lenlinfas™,

Desde el punto de vista técnico, fas observaciones realizadas durante
el presente trabajo, investigaciones anteriores y ensayos preliminares su-
gieren la estandarizacion de un ensayo biolégico de actividad antibarto-
nellosica empleando, tan solo, la variacién del indice del parastismo glo-
bular de la poblacién experimental durante los cinco primeros dias de la
infecciéon como dato absoluto vy constante de accién especifica del pro-
ducto ensayado, ya que dicho indice constituye una variable dependiente
en funcién directa de la infeccién con Bartonella muris. Otras medidas
experimentales de accion terapéutica. tales como la curva de mortali-
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dad en la poblacién experimenal, indice hemoglobintrico, anemia, etc.
carecen de constancia v no pueden ser considerados como valores abso-
lutos, puesto que la aparicion de dichas manifestaciones patologicas cons-
tituyen variables dependientes de funciones muitiples en relacion con
factores biolégicos,

Por otro lade, se ha podide determinar que el disefio experimental
que ofrece mayor gazantia en la segregacién de variabilidad biologica ¥
error de muestreo, en este fipo particular de ensayo biolégico, s ef dise~
fio Pareado Ortogonal segin Bliss (2}, el cual permite realizar el ensayo
biologico con un minimo de 12 individuos experimentales pertenecientes a
una poblacién homogénea,

Es interesante hacer notar el hecho que Jos lipidos esplénicos heterd-
logos preparados practicamente en la misma forma por Perla y Marmors-
ton en 1932, dieron vn alio grado de profeccion entibartonelldsica en va-
tas jovenes {37 %) siendo dicha proteccion de 66 % en ratas adultas ge-
gén dichos autores {4},

Sin embargo, en 1941 los mismos investigadores atribuyen a los ex-
tractos de lipidos esplénicos heterdlogos mucho menor potencia protecto-
ra antibartonellésica, debido —~ “a la exacerbacién de la virnlencia del
organismo eticlégico obtenida por seleccidn genética de la raza de ratas
portadoras utilizadas en Ia prueba” {5},

Bl estudio reajizado en e} presente trabajo bajo condiciones de conw
trol de las varizbles experimeniales por medio de un disefic estadistico
adecuade, demuestra concluventemente, en contraste con los aufores an-
tes menclonados, qgue los lipidos esplénicos heterélogos alcohol-¢ier solu-
bles carecen en absoluto de propledades antibarvonelidsicas para Ja rata
albina INH. En este sentide, los resultados expuestos cmfnman amplia-
mente ¢l trabajo de Pando {3}

Resiuvex v Conouusionns

I v Se desciibe una téenica para ¢ fraccionamiento y aislamiento de
Lipidos Esplénicos Alcohol-Eter solubles de bazo fresco de res
® o Bl resultado del ensavo biolégico de dichos lipidos esplénicos
heterdlogos (LEH) demuestra que carecen totalmente de valor terapduti-
co contra al Sarfonella mids TN VIVO, :
3" -~ Se sugicren las pautas experimentales para la estandarizacién
de un ensayo bioldgice de actividad antibartonellésica en la rata albina.

.
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Sraaany ane Conouustons

1" ~— A fractionation technique is described for the isolation of al-
cohol-ether soluble Lipids of the fresh cattle spleen.

2¢ — The bivassay of such Heterologous Spleen Lipids (LEH) shows
their complete lack of therapeutic value against Furlonells murds I8 vIvo.

3* ~ An experimental set up is suggested in order to standardize a
Bioassay for antibastonella action in the albino zat,
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