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Determinacién biolégica de colinesteras

Por Ia Q. F. Srta. ADA VILLANUEVA NOVOA

El estudié de la Colinesterasa es apasionante por la for
ma como aclara muchos procesos fisiolégicos, por la luz que
provecta sobre la etiopatogenia de varios procesos morbosos y
por la influencia que ejerce sobre la actividad farmacolégica de
muchas drogas.

Sin embargo, la efizima del exitante guimico de la activi-
dad nerviosa no esti atn completamente estudiada, porque has-
ta hace poco no e habia obtenido completamente pura. Solo
a principios de 1947 Nachmansohn inform6 haberla obtenide en
un alto grado de pureza, lo que significa una nueva etapa én el
estudio de este fermento.

De los métodos de dosaje aplicables a la Colinesterasa
vnos son muy laboriosos y otros poco sensibles; el ideado' por
M. Balaguer, de Rosario (Argentina), utilizando ileon de coba-
yo como ‘“‘test”, es relativamente rapido y muy sensible, por 16
cual 16 estudio detenidamente, aplicAndolo en ls determinacidn
de Colinesterasa del suero sanguineo. :

El trabajo —sin intentar enjuiciar todas fluctuaciones def
fermento en diferentes estados patologicos= se desarrolla en
las siguientes partes: En la primera, estudio la Colinesterasa
fermento, aténuante de la accién colinérgica de 1a Acetilcolina’s
en la segunda parte enumero los principales métodos de dosaije
de la Colinesterasa, principalmente el de M. Balaguer, de RoSa: _
rio (Argentifia), y en la tercera, el conjunto de expériencias ~
ue he llevado a cabo para comprobar su exactitutd. A modo de
resumen formulo algunas conclusiones reacionadas con los as-
peetos tratados inicamente en este trabajo, sugerido por el De.
Carlos A. Bambarén, catedrafico de Farmacologia, quien atentc
a las modernas orientaciones de la docencia y contando com’ -
bundante y Selecta bibliografia, procura wue aumente e] pres-
tigio de la Facultad de Farmacia v Bioquimica. que su cibtedra
8e prépare para futuros ensayos de investigacion y que Se for-

me ufia pléyade de trabajadores intelectuales, que no solo com=
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prueben verdades conocidas, sino que penétren, poco a poco,
en el campo inexplorado del saber atun ignorado. Le presento
mi gratitud por sus consejos y apoyo, lo mismo que al Q. F. Sr.
Antonio Mufioz Armestar, por haberme brindado el laboratorié
de investigaciones farmacolégicas del “Instituto Sanitas Soci2-
dad Peruana”, donde llevé a cabo la parte experimental.

COLINESTERASA

La Colinesterasa es el iinico fermento propio del organis-
mo animal; la existencia de esta enzima fué sugerida primero
por Dale (1914) y establecida por Loewi y Navratil (1926);
desde entonces ha sido confirmada por muchos investigadores.

Be encuentra en la sangre y los tejidos; su presencia en el
tejido muscular y mervieso la demostr§ tltimamente Nach.
mansohn (37), encontrdndola en todo el reino animal, atn en
la cabeéza de la tubularia, hidrozoo celentereado, que es la for-
ma animal més simple que posee tejido meuro-muscular.

La Colinesterasa es una hidrolasa de tipo de las esterasas
a Ja que se le puede aplicar todas las propiedades generales de
los fermentos (15); es una enzima no figurada: actha en de-
terminadas condiciones de pH y temperatura del medio, sien-
do destruida por el calor a 58° y por los rayos ultravioletas; solu-
ble en el agua, es electrolito coloidal, gozando de las propie-
dades de éstos: actiia sobre una determinada cantidad de subs-
trato y su actividad se debilita progresivamente.

Su accién es especifica sobre la Acetileolina. desdoblando-
la por hidrélisis en Colina y Acido acético. Nachmasnsohn en
celaboracién con Kurt (1947) indica que el peso molecular d3
la enzima est4d muy cerca de 30 millones y su cifra de hidrélisis
es aproximadamente de 20 millones por minuto. (32).

La Colinesterasa pareee existir en los tejidos, especial-
mente cuando la Acetileolina es liberada por los impulsos ner-
viosos (37). La accién del fermento es rapida y por esto el
efecto de la Acetilcolina liberada, por los impulsos nerviosos.
es de breve duracion. Existe en los tejidos en concentracion
suficientemente grande, como para destruir la Acetilcolina li-
berada dentro del periodo refractario, como lo demuestran los
interesantes trabajos de Nachmansohn y Marnay. Fn los mtscu-
los la concentracién de Colinesterasa es varios miles de veces
més grande en las placas motoras terminales, que en las fibras
musculares, y el poder esterisico de los musculos varfa direc-
tamente. Marnay v Nachmanschn (1937, 1939) han ealcula-
do ‘que 0.000002 microgramos u 8 x 109 moléculas de Acetil-
colina pueden ser descompuestas en cinco milésimas de segun-
de por el fermento existente en una sola terminacién nerviosa
motora del musculo sartorio de la rana, y llegaron a la conclu.
sién que la cantidad que puede estimular el musculo puede ser
ficilmente descompuesto durante el periodo refractario. En lod
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misculos del conejillo de indias, se obtuvieron resultados si-
milares. Naschmansohn (33) también investigé en pollos y en
~mamiferos (ratones y conejos), encontrando que la abundan-
cia relativa, del misculo del embrién en Colinesterasa, estd en

relacion con la plenitud de los elementos nerviosos y la evolucién’

de las placas terminales en este tejido. (33). Existe, también,
una notable relacién entre la cantidad de Acetileolina que pue-
de ser descompuesta por la Colinesterasa durante -el periodo re-
fractario de los 6rganos efectores y la cantidad liberada por
un choque méximo; por ejemplo, la concentracién de la enzims
en los ganglios auténomos (cervical superior), se calcula ‘que
es capaz ‘de hidrolizar 2x12 moléculas de Acetilcolina en una
milésima de segundo, o sea méas que suficiente para destruir
dentro del perido refractario del ganglio la' Acetilcolina que pue-
de ser liberada por un méximo estimulo preganglionar y capa/
de producir una descarga postganglionar.

La Colinesterasa es mucho méas abundante eil la Sustancia
gris del sistema nervioso central, que en la blanca. Esto se debe
a la presencia de c¢élulas y sindpsis en la sustancia gris. Aunque
el poder esterisico varia segiin las especies y en las distinfa®
partes del eje cerebro-espinal, Nachmansohn '(33) en-
contré que era bastante constante para cada region en cads es-
pecie; también obseérvé que el tiempo de aparicién de grain

concentracién de esterasa en el sistema mnervioso embriona- \\;‘

rio concuerda con el tiempo de aparicién de la funcién si-
naptica. Nachmansohn sugiere que la Colinesterasa puede des-
empefiar en la trasmision sindptica central, ‘la misma funcién
que periféricamente cumple en los ganglios y uniones neuro-
musculares, esto es, la rapida descomposicién durante el pé-
riodo refractario de la Acetileolina liberada. En investigaciones
posteriores, (1945) ha probado la estrecha relacién que existe
entre los cambios eléctricos durante la actividad del mervie v
la actividad de los esteres de Colina y afirma aue la ehzima Sé
concentra en la suverficie del nervio o sea en la vaina mielini-
ca, en mayor cantidad que en el exoplasma, donde la cantidat!
es reducidisima, relacionindola con el fenomeno bioeléctrico
que es fenédmeno de superficie (36).

Todas aquellas sustaricias que inhiben la aceién enzimatica

del fenémeno, también destruyen la conduccién en el nervio

y en el mdasculo (37).

Aparece, pues, evidente que la_actividad de la Colinesterass
estd asociada inseparablemernte con la conduccién de la impul-
si6n méurica, en el nervio y fibras musculares. Nachmansohn
(36) contra la teoria de Otto Loewl y Dale, sostiene que la A-
cetilcolina no es sustancia especificamente activa de la tras-
misién del impulso nervioso en la terminacién del nervio, aun-
que esté intrinsecamente conectada con los cambios eléctricas
ocurridos en la superficie de las neuronas, durante la actividad
nerviosa. : ,

\
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Es indiscutible la importancia de 1a enzima en el funcio-
‘ namiento del nervio y del misculo.

Sustancias inhibidoras de la Colinestérasa.— Entre las sus-
tancias que paralizan la actividad de la Colinesterasa se men-
cionan las siguientes: los alcaléides del haba del calabar: fisos-
tigmina o eserina, miotina, prostigmina, que administradas en
reducida concentracion aumentan, correlativamente, el efecto
farmacol6gico de los esteres de Colina, siendo esta la base de
sus efectos parasimpético-miméticos. La accién de la Fisostig-
mina sobre la Colinesterasa no es de destruccién, sino mera
mente de inactivacién temporal, por ser dicho compuesto ufl
ester que se combina con la enzima y la hidroliza lentamente.

Desde los trabajos de Hawkins se sabe que la Colinesterasa
de los invertebrados inferiores "(Planaria y rana) es relativa
mente resistente a la Eserind, necesitindése mayores coticen-
traciones que las conocidas, para que pueda inhibir la activi.
dad de la enzima (17). :

Otra sustancia estudiada tultimamente es el isopropil-
fluorofosfato que inhibe la accién del fermento dei Suero, glé.
bulos rojos, musculos y cerebro del conejo, mono y hombre,
Ya en inyeccion intravenosa o por respiracién de los vapores
(23).

Los aminoalcoholes fenmantrénicos en concentraciones ds!
orden de 10-TM son efectivos inhibidores de la Colinesterasa d2l
plasma humano. La inhibicion de la enzima esti relacionad:
con el peso del grupo dialguilaminico, llegando a un méaxim »
en log derivados del dipropilamino en cada una de las cuatr®
E}erie's h‘o"mélo’ga’E La i‘nhibieic’m‘ es ‘decre’ciente‘ por hidrbgena
por reemplazo del grupo hldroxﬂo alcohohco, [6) por ’[ransposmlon
del alquil-amino de la cadena de la posicién 9 a la 3 o 2. Se ne-
cesitaron concentraciones mayores del orden 10-5M, para inhi-
bir la Colinesterasa de los glébulds rojos humanos; separdndo-
®e de esta. manera las dos clases de actividad. Las de mnatura-
leza 'quimica. que incrementan la inhibicién de la enzima en
el plasma y décrecen la inhibicién de la enzima de los glébulos
rojos. Ni la actividad antimalaria en el pollo, ni'la dosis tolera
da por el pollo fué correlativa con la inhibicion de la Colineste-~
rasa por los amino alcoholes fenantrénicos "(40).

Esta enzima la inactiva la didlisis. reapareciendo su acti-
vidad cuando se agrega pequefias cantidades de dialy sal, glu-
tation, cistina, glicina, Acido cianhidrico v aldoxima.

También inhiben la Colinestérasa el Yodo y Acido malmoo
siendo irreversible, la producida por el Glutation, poraue el gTU-
po SH posiblemente interviene en el sistema enziméatico de la
Colinesterasa (35).

TLa accién de los aneStésicos generales sobre la actividad
de la Colinesterasa y su repercusion en el fenomeno parasim-
patico la estudiaron varios investigadores, pero no hay acuerdo



LA GRONICA MEDICA b g

entre sus resultados. Miquel en 1946, (30) lievéd a eabo un -
intento para esclarecer el problema demostrande que el Eter y '
el Cloroformo no inhibe la Colinesterasa in vivo, ‘mientras que
in vitro su accién es distinta segin su concentracion; cuando
ésta es considerable paraliza la accion del fermento, mientras
gue en concentraciones menores no la alteran, Estas observa-
ciones soportan la hipétesis que los efectos parasimpéaticos
observados durante la anestesia general del Eter y Cloroformu
no son debidos a la inhibicién de la Colinesterasa.

Se ha probado, igualmente, que todas las sustancias que
inhiben la accién enzimética del fermento, también destruyen
la conducciéon en el nervio y en el musculo (37).

Por altimo, hay sustancias que aumentan la accién de ls
Colinesterasa como el Cloruro de sodio y Bicarbonato de sodio,
porgue facilitan la hidrdlisis de la Acetileolina (29).

Colinesterasa en estados patoi‘ag?ﬁo's.‘-‘— Se ha investigado
la correlacion entre concentracion de Colinesterass en el sue-
r¢ sanguineo y varios estados patoldgicos, especialmente, con
lag distrofias de los musculos estriados. Hasta ahora no ha po-
dido determinarse enfermedad que aumente 1a concentracion
de Colinesterasa en el suero, siendo el inico medio conocido pa-
ra alterar in vivo la actividad de esta enzima, administrar me-
dicamentos, especialmente, Fisostigmina y especies quimicaz
afines.

Sin embargo, Verebely (38) ha observado disminucién de
Colinesterasa en sangre después de hemorragias y Antopol,
Tuchman y Chifrin comprobaron que disminuye dicho fermen- .
to en cirrosis hepéatica, hepatitis, anemia y poliartritis, y que .
aumenta en el hipertiroidismo y diabetes grave, no tratadas
(3).

Villasante (1942) hizo determinaciones de Colinesterasa por
método manométrico en sangre de personas normales y alér-
gicas (asmaéticos y jaquecosos) y en sangre de conejos sanos
y distréficos.

Segun Zellep (41), tanto la Acetllcohna como la Gohnes»
terasa estdn en estrecha dependencia con la funcién sexual.
En perros tratados con Estrona asciende la Colina en el fitero
desde 0 hasta 0.4 mgs. %, y frente a esa inundacién de Acetil=
icolina regcciona el organismo, aumentando su contenido en
Colinesterasa en el higado. Si se castra a un rata hembra, dis-
minuye la Colinesterasa, y cuando a ese animal se administra
Estradiol aumenta, alcanzando 10s limites normales o en ma~
yor cantidad.

En el embarazo, donde la formacién de Foliculina es gran-
de, aumenta la clfra de Acetilcolina y de Colinesterasa y des-
clende después del parto.

En el climaterio la Colinesterass es activa y la Acetilcolina
disminuye frente al déficit de hormona folicular, apareciendo
trastornos circulatorios que desaparecen, con la administracion
de Acetilcolina o-de Estrona (3).
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Clases de Colinesterasa.— En los ultimos afios se ha estu-
diado la diferente actividad enzimatica relativa de la Colineste-
rasa, seflaléndose que hay dos distintas, cuyos nombres no es-
tan bien definidos por no haber acuerdo entre los investigado-
res; Mendel y Rudney llaman a) Colinesterasa especifica ¢
verdadera, b) Colinesterasa no especificada o seudo Colineste
rasa. Alles y Hawes, Colinesterasa del suero a una y Colinestera:
sa de'los glébulos rojos a la otra. Desde este punto de vista exis-
te una controversia entre dichos autores. Los hechos son comu
siguen: :
Alles y Hawes en 1940 (1) fueron los primeros en sefia-
lar por experimentos sobre la sangre humama, que aparentemen-
te existen dos enzimas distintas, que son capaces de hidrolizs*
la Acetilcolina; esta conclusién fué reiterada por Hawes y
Alles (16) quienes encontraron que el suero contiene sola.
mente una débi] hidroélisis enzimética de la Acetil-B-metilcoli-
na, las células producen una escisién enzimatica en un grado
que es del mismo orden que el de la Acetilcolina.

Mendel y Rudney (24) afirman que una enzima no espe-
cifica, a la que llaman seudo-colinesterasa, se encontraba en
el suero y ciertos tejidos y otra especifica se halla en el te-
jido cerebral y en los glébulos rojos; esta ultima solo poseia
actividad demostrable sobre la Acetilcolina.

En una comunicacién posterior Mendel, Mundel y Rudney
(25) informan que la Acetil-B-metilcolina era hidrolizada por
la verdadera y la benzoilcolina por la seudocolinesterasa.

Existe, pues, una controversia respecto a la nomenclatura
de las dos clases de actividad enzimatica. (26,20, 27, 2).

Mendel y Rudney en 1944 (28) dan una relaciéon general
de la materia e indican el resultado de sus investigaciones so.
bre soluciones muy purificadas de la enzima que aclaran las du-
das de la existencia de dos Colinesterasas.

Se puede afirmar por lo tanto que existe dos tipos de enzi-
mas una especifica y otra no especifica. La especifica o Colines-
terasa verdadera, hidroliza exclusivamente los ésteres de la Co-
lina y la no especifica o seudo colinesterasa, capaz de hidrolizar
una variedad de ésteres, inclusive los de la Colina., Estos expe-
rimentos mostraron las intrinsecas, especificas y caracteristicas
propledades de las dos colinesterasas en el reino animal, Al
mismo tiempo se descubrié otra diferencia entre las dos enzi-
mas, la colinesterasa verdadera en contraste a la né especifica
desphega mayor actividad a escasa que a gran concentra-
cién de Acetilcolina. Esta peculiaridad de la enzima especifica,
tan notable en los mamiferos, se encuentra en toda la escala
animal y ne es raro encontrarla en primitivas formas de la vi-
da, como en la Planaria. Decrece su actividad con la elevacién
de la concentracion del substrato, por lo que podria con8iderar-
se como una propiedad inherente de la enzima especifica.

Recientemente se ha encontrado que la curva de activi-
dad del substrato de la Colinesterasa verdadera, en relacién
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con la concentracién, puede cambiarse a voluntad y atn inver-
tirse por adicién a la solucién de la enzima de ciertos coloides
orgénicos, capaces de cambiar la carga eléctrica de la micelas
de la enzima; hecho que puede tener alguna influencia sobre la
teoria de la trasmisién del impulso nervioso. Las protaminas,:
por ejemplo, que llevan una carga eléctrica, son capaces ds"
cambiar la actividad de la Colinesterasa verdadera en el cere-
bro de los mamiferos, lo que ‘explica que la enzima se asemeje
ahora a la seudo-colinestérasa, mostrando una unién de activi-
dad cuando hay aumento de la concentracién del substrato, La
adicién subsecuente de cargas negativas coloidales, por ejemplo,:
goma acacia, protamina, restablece la actividad del substrate:
concentrado.

El cambio de actividad por la adlclon de protaminas, en
ringun modo afecta la propiedad fundamental de la enzima, su
especificidad hacia los ésteres-de la Colina. Esto demuestra que
la actividad del substrato, es una caracteristica secundaria de-
terminada por su medio ambiente fisico, mientras la especifici~
dad invariable de la enzima independiente de las condiciones
del medio ambiente, es una propiedad inherente de la Colineste-
rasa verdadera, 1a cual necesita mayor concentraciéon de inhi-
dores para ser inhibida (40).

Todo esto sostiene el criterio de especificidad pars la cla-
sificacion de la Colineterasa.

Pero hay la posibilidad como dice Glick (12) que la espe-
cificidad observada para las Colinesterasas puede aun no de-
pender de la enzima misma, sino de otros factores o sustancias
cencomitantes asociadas a la enzima, pero si existe es Alles y
Hawes quienes primero lo descubrieron en 1940, por su dife-
rente especificidad hacia la Acetil-.B-metilcolina y Mendel y
Rudney quienes la estudiaron y extendieron considerablemente.

Obtencién y purificacién de la enzima. — Nachmansohn
ha perfecmonado un método para la obtencién y purificacion de
la enzima (32) por precipitacion fraccionada del sulfato de a-
monio, de extractos del érgano eléctrico del Eleotroforus Eleo. .
tricus (Anguila eléctrica). ;

Se han eScogido los tejidos de este animal porque desdo-
blan por hora tanta Acetilcolina equivalente de 1 a 3 veces su
propio peso. Esta concentracién extraordinariamente alta de la
engima, es particularmente interesante, en vista de su escaso
contenido en proteinas (2% ) y gran cantidad de agua (92% ).
Es raro encontrar un material que ofresca tantas ventajas, asi
como una fuente tan favorable para la purificacién de la enzi-
ma. Se encontré en 1938 que la Colinesterasa puede extraerse
facilmente de estos 6rganos y obtenerse en solucién libre de
células por homogenizacion y centrifugacion.
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DOSAJE DE LA COLINESTERASA

No hay método de dosaje directo de la Colinesterasa. Todos
los propuestos son indirectos, basados en su accién desdoblan-
te sobre la Acetilcolina:

Colinesterasa + Acetilcolina = Colina + Acido acético.

Be usa una dosis, previamente conocida, de Acetilcoling,
mayor que la que podria desdoblar la Colinesterasa, se la deja
en contacto con el suero o tejido que contiene el fermento por
determinar y la Acetilcolina residual, no desdoblada, se valori.
za por método quimico o biolégico. La. diferencia entre las dos
cantidades, proporcionara los datos necesarios para indicar }a
Colinesterasa existente. =

Los métodos de dosaje de la Golmesterase. puedeg dividir-
se en quimicos y biolégices.

Método quimico: Variaciones del pH., Manoméfrico, Celva
rimétrico, Acido fosfotungstico.

Método biol6gico: Emplendo corazén de rana, misculo ds
sanguijuela, gastrocnemio denervado de gato, descenso de la
tensién arterial en perros, utero de Cobays, recto anterior de
rana, intestino de conejo o cobaya, auricula de conejo e mtes~

tlno de Taté‘n e b PR T T BT [hm @L&MMH&&[ g

METODOS QUIMICOS

Variaclones del pH.— Hste método de Stedman Stedman y
MWhite, se funda en gue al desdoblar la Acetilcolina deja Aci-
do acético en libertad el que acidifica el medio, cuyo pH se co-
nocia de antemano; las nuevas variaciones del pH, equivalente
al Acido acético liberado, se leen en un indicador con el que
se determina la Acetilcolina desdoblada,

Método manométrico.— Marnay y Nachmansohn han pro-
bado que el Acido acético a] acidificar el medio, descompon?
al Bicarbonato de sodio agregado previamente, de;a.ndo libre ‘gl
€02 que se dosifica enseguida.

En un deposito con una cantidad de solucién de Ringer y
una sustancia tampén que lleva CO3 HNg, se agrega una dosis
conocida de Acetilcolina (0.2 a 0.6 mg.) y se adiciona el tejido
o liquido biolégico por estudiar. Se lleva a un termostato a 38¢
y &l cabo de 1/2 hora o 2 horas se mide el anhidrido carbénico
desprendido, cuya cantidad sirve para dterminar la velocidad de
la hidrélisis. i

Este método lo usan actualmente Mortimor, Rothemberg y
Nachmansohn (32), para determinar la cantidad de Colineste-
rasa en su técnica de purificacién del fermento.

Método colorimétrico. —En este método preconizado pe:
Engel (11), basado en la técnica de Beattie, se precipita la Co.
lina, como Reinekato de Colina, con la sal de Reineke (diami-
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notetrasulfocian-cromato de amonio), cuyaS Soluciones acets-
picas tienen uns hermoss coloracién rosada, ‘que se mide en el
colorimetro foto-eléctrico. ‘

Basandose en el método de Beattie y aplicando la reaceion
de Cazeneuve, por valoracién colorimétrica del Cromo del pre-
cipitado, Marenzi y Cardini establecieron un nuevo método 'qué
valora hasta 15 gammas de Colina. 3

Dosaje con acido fosfotlingstico. — Lanati, Kahane y
Kahane, precipitan la Acetilcolina con Tungstato de acetilcolina,
dosando el Acido fosfotingstico combinado, determinan por
calculo la cantidad de Acetilcolina, teniendo presente que 1
grm. de Tungstato de: Acetilcolina €8 igual a 0.169 grm, de clo-
rurd de acetilcolina.

METODOS BIOLOGICOS

na para encontrar 1as mas pequena cantidad de Ace‘ulcohna que
disminuye la amplitud del Iatido cardiaco.

Es método laborioso; el corazén detiene sus latidos con do-
sis pequeiias de Acetilcolina, lo que obliga muchas veces a pre-
parar nueva experiencia; es poco sensible en comparacién a
otros métodos (1x10.5); abundan las causas de error por la /
técnica muy laboriosa; el Potasio, los 4cidos y el factor R, ac- i
taan modificando la sensibilidad de la reaccién que produce en
el corazon de rana la Aecetileolina.

Método del miisculo de sanguijuela.— Minz idea este pro-
ceso de dosificacién que es muy sensible (2x10.8), como se ob-
serva por la tabla confeccionada por Gadum. :

Método del gastrocnemio denervado de gato.— El mends
sensible de los métodos biolégicos (1x10-5), siendo muy labo.
rioso.

Método del descenso de la ténsién arterial del perro.~—=
Tiene muy poca sensibilidad y numerosas causas de error.

Método del titero de cobaya.— Ensayado por Feldberg y
Balaguer (4 y 5) es método lento, pues, emplea de 5 a 15 mi-
nutos para que se relaje el mtsculo uterino.

Método del recto anterior de rana.— Schemer demostré:
que el recto abdominal de la rana, se confrae en proporcién a
la dosis de Acetilcolina y la velocidad de descontraccion es pro-
porcional a la cantidad de Colinesterasa del tejido o suero exis-
tente en el bafio. Se compara el resultado con suero normal de
caballo, no olvidando que tiene escasa sensibilidad (1x10-6), y
que pausas demasiado largas para prdv’o’car la relajacion (a, ve .
ces hasta de una hora), dificultan apreciar en forma precisa &l
punto medio de la déscontraccion y que el Potasm actia fa-
voreciendo la contraccion, ,

Método del ileon de cobayc.— l-‘. Berhein y M. Berheln
emplean la velocidad de descontraccién del ileon de cobaya, pa-
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ra dosar la Colinesterasa del suero 0 tejido, agregada al bafio
que lleva una dosis de Acetﬂcohna que ha producido una con-
tracciéon méxima. He comprobado que una dosis grande de A-
cetilecolina provoca contraccion, seguida de inmediata relaja-
cién. Y como la altura de contraccién es fija, para cantidades
iguales de Acetilcolina y en igualdad de condiciones y la rela.
jacién €s rapida, M. Balaguer ha utilizado estos factores como
base para confeccionar el método que estudio posteriormente.

Método del intestino de conejo.— Galehr y Platner usan el
Acido tricloro-acético para precipitar la solucién que lleva el
suero o extracto de tejido, la solucion de Tyrode y la Acetilcoling;
filtran, diluyen con solucién de Tyrode y asi puede durar vario®
dias. Como no es constante ni la Acetilcolina por destruir, ni el
tiempo, temperatura, dilucién, cantidad total de liquido, ete.,
ho se establece la curva de actividad. Su densibilidad es af
1x10-8 con un error del 10%.

DOSAJE BIOLO@GICO DE LA GOLINESTERASA CON
ILEON DE COBAYA

M. Balaguer ha ideado la téenics siguiente para dosar la
Colinesterasa en liquidos y tejidos, basandose en la fijeza de la
altura de la contraccién del iléon de cobaya, a dosis subméximas
de Acetilcolina. Su sencillez, rapidez y exactitud ha hecho quz
1o adopte. He seguido las indicaciones del método, para compa-
rar resultados.

Dispositivo.— Un termostato que consta de: a) bafio ma-
ria, b) Recipiente de ensayo, ¢) Termémetro, d) Burbujeador
de oxfigeno, e) Serpenting, f) Aparato inscriptor.

Bafio marfa,.— Es un recipiente metalico que lleva agua
calentada a 38° por medio de un mechero de gas regulado. (Pa-
ra evitar pérdida del calor por irradiacién, el recipiente se cu-
bre exteriormente con un fieltro de-4 cc. de espesor).

Recipiente de ensayos.— Son cilindros de vidrio, aférado<
e 100 cc. de capacidad, que por su extremidad inferior fina.
lizan en un tubo delgado y mediante un interruptor puede des-
aguar su contenido; por su parte superior, amplia, recibe
Tas drogas que se deSea ensayar y el liquido de Ringer que se
llena hasta el aforo. Mantiene constantemente su temperatura
a 38° por estar en el bafic de maria.

. Termémetro.— Indica la temperatura del bafio maria.

Burbujeador dé oxigeno.— Es un tubo de vidrio que ests en
eomunicacién con un balén de oxigeno, cuyo final va sumerg‘x—
do en el interior de 165 recipientes de ensayo, y a la vegz sirve
de sostén a un extremo del intestino.

Serpentina.— Fs un tubo de vidrio doblado el espiral fus
vé efl el intérior del bafio, rodeando a 10s recipientes de ensayd.
Por un extremo recibe el Ringer a un temperatura de 38? o _me_j
n6s y al llegar al interior del bafio se ealiente a la temperatura

- &i’
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deseada; por el otro extremo termina en un tubo de goma eon
su interruptor y punta de vidrio; por aqui se vierte el Ringer
a los recipientes. y .

Aparato inscriptor.— Consta de una palanea, uno de cuyos
bragzos lleva pendiente de un hilo de seda el trozo de intestino.

Un inscriptor frontal marca las variaciones de la contrac.
cién en el cilindro inseriptor que lleva rayas horizontales para-
lelas separadas entré si por 1 ¢m. Dicho cilindro gira a 50 cm.
por hora.

Preparacién de] instestino de cobaya.— Muerto el animat
adulto, con un golpe en la base de la cabeza, se abre el vientre,
apareciendo inmediatamente la ultima porei6n del intestino
delgado de 10 cm. mdis o menos, que desemboca en el intesti-
no grueso, al que va unido por un meso a manera de caiio de
fusil. De esta porcién, por ser la mas sensible a la Acetilcolina,
se corta 5 cm. de largo y se lava convenientemente con el lf-
quido se Ringer y se coloca en los soportes ya indicados; que-
dando de esta manera sumergido en el Ringer del recipiente
de ensayo. Se deja reposar unos instantes para que se regulari-
ce el tono y se inician las experiencias rechazédndose las prime-
ras por ser de resultados muy irregulares.

Soluciones utilizadas.— Se us¢6 el Ringer-Tyrode de pH 8,
tal como indica el autor de método, preparandose de la siguien-
te manera: ;

Solucion No. 1

Clornro de sodtar f S AEGSa = | 80 grm.
hok b pota'sm..( P el L, SF .o
e sy, (CBICED | i Tmvmy @ e, s TR P e
e cnrggnesio. B o, PARY I
Agua destilada ¢/S.... <o v 0 o0 .. 1000 ,,

Solucion No. 2

Foetalo, DISOUICH. .. i sanne o e 0.5 grm.
Agua destilada ¢/8.. .. .. ...k 100

12

- Bn el momento de efectuar la experiencia se mezela:

Sellleion=-No hr aad it st 100 cc.

SolnciOnNs NG =2 e s e 105

Glucosa.. .. NEgh Yon e s 1 grm.
Blcarbonato de SOle R T i

Agua destilada c/s... et s n s LS 400000

Factores que no deben variar.— Con el fin de obtener
siempre datos concordantes, hay que observar las siguientes
constantes del método:

i
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Temperatura.— Como és un método bioldgico, realizado en
mamiferos, la temperatura no debe variar de 38v.

Solucigh de Ringer.— Debe ser la que se indica anterior-
mente y no debe modificarse.

Oxigeno.— El continuo burbujeo de oxigeno en el Ringer
~ asegura la constante sensibilidad del ileon. Pedria también
usarse aire, pues en mis experiencias, comparando los dos'
factores he obtenido resultados semejantes,

Trozo de intestino.— Debe ser el comprendido de los al-
timos 410 cm, de ileon, del que se corta un trozo de 5 cm. de
longitud.

Dosis ttiles de Acetilcolina.—Esta dosis debe ser 5 gammas
en el bafio de 100 cc. (sensibilidad del método 1x10-8) y la mi-
tad la dosis de destruccién (2.5 gammas), .

Preparacién del suero sanguineo.— El suerg se obtieng
por coagulacioén, separidndose el suero por centrifugacién, Se
diluye de la siguiente manera: En una serie de tubos de ensayo
se coloca 4 cc. de Ringer, al primer tubo se le agrega 1 cc, de
suero por titular (dilucién al 1/2) , de este . se toma 1 cc. y se
vierte en el segundo tubo (dilucién al 4 /4), nuevamente se to.
ma de este segundo tubo 1 cc. y se recibe en el 3er. tubo (di-
luci6n al 1/8) y asi sucesivamente, hasta el altimo tubo del que
se toma 1 cc. para el ensayo,

El factor dilucién es el tinico factor variable. El volumen
de suero diluido para el ensayo es constante 1. cc. asi como el
tiempo de contacto de la Acetilcolina con la Colinesterasa 2 mi-

nutos con un error de manipulacion de 2/"120 o sea 1.85%.

; Tejidos.— Para el dosaje de Colinesterasa en tejidos, las
constantes antedichgs son las mismas, siendo en .este case
constante la cantidad total de tejido, tomandose siempre 1 grm.
de papilla preparada de antemano (en la que hay 1/2 grm. de
tejido) se coloca en 1 cc. de Ringer, a 382 grados. Se leg adicio-
na la cantidad x de Acetilcolina, dosandose cada 15 segundos
(tiempo variable) siendo el tejido tanto mas activo cuando en
igualdad de condiciones: concentracién y volumen destruya, en
menor tiempo, la dosis x/2 partlendo de la dosis x, No he reali-
zado este ensayo.

Dosaje propiamente dicho.— Una vez conocidas las cons-
tantes, se procede a buscar la contraccién méxima con una do-
sis minima de Acetilcolina, para lo cual se provocan contraccio-
nes y descontracciones con dosis crecientes y decrecientes de
Acetilcolina, hasta encontrar una dosis (dosis x), que repetida
varias veces dé una altura ttil, es decir, proxima a la méxims,
luego es necesario tomar una dosis equivalente a la mitad (do-
sis x/2) y repetlr los ensayos con la dosis x y x /Rl varias veces
y comprobar si la altura de la contraccién, con ambas dosis, es
siempre la misma. .

- Una variaci6n hasta de un 10% en la altura, puede consi-
derarse como utilizable; en cambio, un 1ntest1no con variacioa.
nes més grandes no es prictico para estos ensayos,
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NEO-ANTERGAN

2786 Rhone-Poulenc.

N-dimetil-amino-etil-N-para-metoxi-bencil-amino-piridina.

PROPIEDADES :

Antihistaminico de sintesis méis activo y mejor
tolerado que el Antergan.

INDICACIONES :

a) indieaciones principales:

Enfermedad sérica, urticaria, edema de Quincke,
prurigo, estréfulo, pruritos, dermatitis artificiales, ac-
cidentes cutaneos debidos a la quimioterapia y a la
penicilinoterapia, accidentes causados por venenos ani-
males, shock anafilactico, fiebre de heno, corizas es-
pasmodicas, asma alérgico, conjuntivitis alérgicas.




b) indicaciones secundarias:

Jaquecas, colitis, colecistitis, gastritis, ulcus gaé"ﬁro—
duodenales, diferentes formas clinicas del asma en las
cuales es dificil diagnosticar una etiologia anafilactica,
sabafiones, trastornos cardio-vasculares de origen alér-
gico, zona, tos ferina (coqueluche), enfermedad de ra-
vos, dismenorreas, psicosis, prevencion del shock des-
pués de la colapsoterapia en los tuberculosos, gota,
algias cérvico-braquiales, fiebre biliosa hemoglobintrica.
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Grageas dosificadas a 0 g. 08 (tubo de 50)
Grageas dosificadas a 0 g. 04 (tubo de 50)

En el adulto: 4 a 6 grageas de 0 . 08 por dia mien-
tras duren los trastornos.

En el nino:

de 1 a 4 anos: 2 a4 grageas de 0,g. 04 )
de 4 a 10 anos: 4 a 8 grageasde 0 g. 04 ) por dia
de 10 a 15 afos: 4 a 6 grageas de 0 g. 08 ) ..

Hacer siempre tomar las grageas Ingiriéndolas

enteras durante las ecomidas y con bebidas abundantes
muy azucaradas.

La falta de acumulacién y la baja toxicidad permite
un tratamiento prolongado en casos de necesidad.

INCIDENTES:

Algunas veces nauseas, vértigos que con la adminis-
tracion de azicar disminuyen o desaparecen, somnolen-
cia que la efedrina y el sulfato de fenil-amino-propano
atentan.

DISTRIBUIDORES PARA EL PERU:

Avenida Wilson 1550 - Lima -~ Apartado 3118
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Una vez obtenida la contracciéon méaxima con la dosis x ¥
x/2, se procede al dosaje de la Colinesterasa del suero sangui-
neo. Se toma el centimetro del primer tubo (dilucién al 1/2)
y se le agrega la dosis x de Acetilcolina, en este caso 5 gammas,
se deja en contacto 2 minutos (constante) y enseguida se vier-
te al tubo de ensayo para su dosaje. De la misma manera se ha-
ce con los demés tubos de dilucién al 1/4 al 1/8 al 1/16, ete.,
obteniéndose de esta manera diferentes alturas correspondien-
tes a la Acetilcolina no destruida y que sirven para calcular los
resultados, en comparacién con las alturas obtenidas con la
dosis de 5 gammas (dosis x) y de 2.5 gammas (dosis x/l2

La sensibilidad del intestino. puede durar hasta mas de 3
horas.

Factores que dan mayor exactitud al método.-——'G'on‘ el fin
de obtener una mayor altura de contraccién, con dosis sub-
maximas de Acetilcolina y en este caso con la dosis de b gam-
mas, cuya altura debe ser no menor de 5 c¢m., hay que tener.
en cuenta dos factores, no indicados en la técnica,

Je—La longitud de la palancea de inscripeiom,
2¢e— La manera de sensibilizar el intestino,

1>— Longitud del estilete inscriptor.— Como la contrac-
cion se trasmite a la palanca de inscripcién y se marca en 21
tambor, ésta altura puede aumentarse o.disminuirse, aumen-
tando o disminuyendo el brazo respectivo. de dicha palanca, de
acuerdo con la relacién siguiente.:.

_ ST o (S e =5
HEE = 7 !
S a4
en donde m’ = altura de la confraccién.marcada en el tambor,
m = tenor de la contraccion del intestino trasmiti-
da al brazo de palanca, a.
b = brazo de palanca que lleva el estilete de ins-
cripeion.
a = brazo de palanca del que pende el intestino.

La altura de contraccién m’ es funcion de la longitud de
los brazos de palanca y estd en razén directa al brazo b y en ra-
z6n inversa al brazo ay por lo que, 3 mayor brazo b mayor altu-
ra de contraccion. :

Siendo m’ una variable, con el fin de obtener siempre re-
sultados semejantes, es necesario fijar la longitud de la palan-
ca de inscripcion. En mis experiencias he obtenido buen resul-
tado con una palanca cuyos brazos guardaban la relacién de
1a6.

20— Manera de sensibilizar el intestino.— Para obtener
una altura no menor de 5 cm. con la dosis de 5 gammas de Ace-
tilcolina, es conveniente comenzar a sensibilizar con dosis ma-
yores de 10 gammas, porque si se inician los ensayos con dosis
menores de 10 gammas, se obtendra una altura menor de 5 cm.
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Dosaje de Colinesterasa con ileen de cebaya.— Tiempo de eentraccion
15 segundos,

No. 1 Solucién Acetile. .. ..o ..0.1 -ce.

G SRRy o R 00BN

” 3 » ))‘ LR .0 s --0.5 53

B e 3 5 el ead O

» 5 $1 » e = ea’ aw 0.3 =

» 6 » » ol I A0 T

Sl » » v\ TaNT SR e

58 s o NG EENOE S :
o9 5 % SR 0T005, : 4288
» 10 » R e A L : i
» lla ” s S B

o b ,, % 0.1 + 1 cc. suerc humano 1/2 -+ 2 minutos.
o 12 » ”» 0.1 /+ %cc. 0 14
w13 5 5 0.5 (testigo)

» 14 i = ®.1 -4 1 cc. suero humano 1/8 -+ 2 55
g 3 S0 iR gice e ,, /16 -2

s & o AR et L M v e

5 L % = 0.1 (testigo)

3 10 » P 0.5 (testigo)

- 20 » = 0.1 4 1cc. suero humano B 1/2 + 2
“oaln At ¥ (e ey x 1742 Eg S,
w0 5 PRLOD N PR Rgieel G AT P na g e 5

. 23 % i 0.1 + 1ece % e 1/16 + 2 e

» 24 » » 0.1 kiilee. = 1/32 43 - %

s aoh o i 0.1 4 1lecc. - - 1/82 + 2 %

2 26 gn 5 0.1 (teStigO)

i 27 2 = » 8.1 (testigo)

» 28 ~ > 0.1 (testigo)

2 20 ”» i 0.5 (tesf?igo) &
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Solucién de Acetilcolina empleada al 41,/10000. Tiempo de
contraccion 15 segundos.

Observaciones.— Numeros 1 a i11a sensibilizacion de test.

Nuameros, 11b a 19 dosaje del suero humano A, empleando
1a dilueién como factor variable.

Nameros 20 a 25 dosaje del suero humano B,

Numeros 26 a 29 testigos. Se comprueba la fijeza en la al-
tura de la contraccion y que et suero A es mas activo que el
suero B. : :

Dosaje de Colinesterasa con ileon de cobaya

No. 1 Soluci6n Acetile. .. .., .. ..0.05 cc. S fenamns S
2%, 2 33 s ee ee . ‘..0-1 33
s 3 » o 000
v 5 5 s o UD e
o - DRI e B glant o
St > L 2
G 1] 5 S QU =
] Z % = ..0.025 ,,
» 9 il i3] e w6 oe ..0.05 39
10 ” 5 e 008
- ) e 4 St S 0.09585
il e Lo g e By -,
13 8 % 0.05 -+ 1 cc. suero humano 1/2 4 9 minutos
. 14 £ Lot Q.05 it ce. i, < /4 +2
» 15 ” s 20051 e, %, s M g

» 18 ) 9 0.08 '—F 1ces .7, = 1/18 4+ 2 T
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T ¢ ” 0.05 - 1cec, suero humano 1/32 4 2 minutos
Pl 5 SR Eg0s s e A Fogeey

5 19 » ) 0.025 (testigo)

» 20 3 5 0.05 (testigo)

Tiempo de contraccién: 15 segundos, - Selucién de Ace-
tilcolina empleada al 1/10000

Observaciones.— Niimeros 1 a 12 sensibilizacion del test,
demostrandose que comenzando a sensibilizar con dosis meno-
res a 10 gammas, se llega a obtener con la dosis de 5 gammas de
Acetilcolina una altura de contraccién menor de 5 cm, de lon-
gitud. :

Ntmero 13 a 18 dosaje del suero C.

Numeros 19 a 20 testigos.
k3

onre

53

Qe po.-!

Dosaje de Colinesterasa con ileon de cobé,yd._ = Meétodo de M. Balaguer.

Los numeros que estan bajo cada altura de contraccién corresponden a
décimas de centimetro cibico de Sol. de Acefilcolina al 1/10,000, que ha pro-
ducido dicha altura de contraccion.

1 .. 0.6 Soluc. iAcetile. o e O 5 %

2 0.5 = 3 83 0I5 %

] 0.4 = i (NS S Ia T

B &, . 308 5 % 10 .. +. ». .. 0.02 Soluc. Acetilc
5 & b D2 & = s N N 009 i

6 F025 =i s seiomal B erEe 5 R0 0b: o5 5
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Howin o005, SR s 0 a it o

YR S L | 2 = A7 e 02055 55 5
15 i siiew. 0.8 o = 18555 a0l i~ B

Tiempo de contraccion 15 segundos.

Observaciones.— Se demuestra que comenzando a sen-
sibilizar el intestino con cantidades mayores a 10 gammas dz
Acetilcoling se llega a obtener con b gammas una altura de con.
traccion de 5 cm. de longitud.

Caloulo de los resultados.— Las alturas obtenidas con las
dosis conocidas de Acetilcoling b gammas y 2.5 gammas, y la
gerie obtenida con la Acetilcolina residual, de las diluciones al

4/2; 1 /4, 1/8, 1/16, etc., se comparan entre si, para ver qué
dilucién del suero destruye 2.50 gammas, y en el caso de la altu-
ra de contraccion de 2.5 gammas esté comprendida entre dos al-
turas correspondientes a dos diluciones préximas, se dird que
el suero es activo entre la dilucién 1/16 y 1/82, por ejemplol
Comparando con otros sueros podia afirmarse que uno u otro
es més activo, segin sea la escala de diluciébn mnecesaria para
destruir igual dosis.

Estos son valores relativos; se puede ensayar y obtener
valores absolutos, para lo cual en papel milimetrado, y trazando
las coordenadas cartesianas, se fija sobre el eje de las *“x el
factor dilucion y sobre el eje de las ‘“y”’ la Acetilcolina no des-
truida (este Gltimo resultado se obtiene midiendo el grafico con
una regla milimetrada). Los distintos puntos se unen entre si,

obteniéndose en esta forma una curva donde se busca el resul- *

tado por interpolacion y donde la misma corta a la horizontal
de la dosis x/2 (2.5 gammas) ahi se traza; una vertical y se ve
dénde corresponde, y el valor asi obtenido serd la dilucién ca-
paz de destruir la dosis x/2 en dos minutes.

Suponiendo que el resultado fuera 1/25 establecemos ¢l
calculo en esfa forma:

Si 2.5 gammas se destruyen en 2 minutos por 1 /25 o 0.04 grmsk
25 ,,  destruirdn ,, 1 = = 0.08

Se comprende que.cuanto menor es el volumen de suero
capaz de destruir 2.5 de Acetilcolina, mayor ser4 su actividad.
La Colinesterasa es inestable a grandes diluciones.— Si
en 4 tubos se coloca en cada uno, una determinada cantidad de
suero, por ejemplo 1 cc. de suero diluido al 1/8, y se agrega al
' 20 4 cc. de Ringer; al 82 3 cc. y al 4° 7 cc, y luego al primer tubo
se le agrega una cantidad fija de Acetilcolina, por ejemplo, 5
gammas'y se mantiene en contacto un tiempo fijo, sea 2 minutos
y se vierte al cilindro de ensayo para su dosaje y lo mismo s
hace con les otros tres tubos restantes, siempre, con igual can-
tidad de Acetilcolina, e igual tiempo de contacto; en la grafica
se obtendrs diferentes alturas que indican que a medida que
sumenta la dilucién disminuye la actividad de la Colinesterasa,
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hasta hacerse cero, desde que se llega a obtener una altura de
contracci6n, igual .a la obtenida con la misma dosis de Acetil-
colina pura, sin suero (5 gammas). Con esto se -demuestra la
inestabilidad de la Colinesterasa a grandes diluciones habiendo
por lo tanto una dilucion méxima para su estabilidad,
" Investigacién de la actividad de las soluciones de Acetil-
colina.— He comprobado que las soluciones de Acetilcolina
1/10,000 preparadas desde hace varios dias, son activas para
el intestino aislado de cobayo. La altura de contraccién alcangs
en todas, méis 0 menos, la misma altura, probando gue puedet
utilizarse para dicho fin.

Respuesta del intestino sensibilizado a la Acetilcolina.—
He tenido ocasién de experimentar con ileon de cobayo.

Dosaje de Colinesterasa con jleon de Cobaya sensibilizada.—
Método de M. Balaguer.

No. 1 Solue. Acetilc. 0.05 (Testigo)

s e % 0.05 -+ 1 cc. suero hum. 1/6 - 0 cc. Ringer + 2 m

& a ” e T L VG e 31 160 541 3 4+ am

e 5l AEGA] Hlgets gplilens Il TACE 6§ SN B
5 % o 0.05 + 1 cc. |, A S > 4+ 2am
8 0.6 i

Solucién de Acetilcolina empleada al 1/10,000.

Observaciones.— Numero 1 testigo,
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Nameros 2 a b: Se demuestra la inestabilidad de la Coli-
nesterasa a medida que aumenta la d11u01on hasta destruirse
completamente.

Investigacion de la actividad del intesting a Ias soluciones de Ace&lcolma. que
tienen varios dias de preparadas.

No. 1 Soluc. de

»

3

(=3
PR agoewvswn

s3]
L

Observaciones.

0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.1
0.1
0.1
0.1

29

3

”»

’

_Acetilcolina 0.05 preparada en el momento del ensayo

haee 1 dia

S 2 dias

9 3 2

» 5 »

28 8 ”

(] 10 »

5 ik dia

5 8 diag
en el momento del ensayo
hace 4 dias

Numeros 1 al 14: Respuesta del intesti-

no a la misma cantidad de sol. de Acetilcolina, pero que tiene
diferente tiempo de haber sido preparada. Se demuestra que al-
canzan mas o menos la misma altura de contraccion sensibil:-
zado con 4 cc. de suero de caballo, después de 20 dias de inocu-
lacién; su respuesta a la Acetﬂcohna es mucho mayor, es decir,
que presenta alturas de contraceién casi el doble y en la mitad
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del tiempo en comparacién con los normales, estando ambos en
igualdad de condiciones: temperatura, volumen de liquido de
Ringer, concentracion de Acetilcolina, etc.

CONCLUSIONES

1.—Se describen las propiedades fisicoquimicas y biolégicas,
descubiertas en los ultimos afios, de la Colinesterasa.

2 .—Se describe el método de Mortiner, A, Rothembeng 7,
.Nachmansohn, para obtener y purificag Colinesterasa.
3.—PSe enumeran los méftodos quimicos y biolégicos para do-

sar el fermento.

4 .—Se expone la técnica de M, Balaguer, de Rosario (Argen-
tina), para valoracion bioldgica de la Colinesterasa, usan-~
do el ileon de cobaya.

Segtin mi experiencia, en mas de 20 ensayos:

a) .—Es método relativamente rapido, sencillo y practico,

b) .—Con fundamento exacto, comprobindose la fijeza
en la respuesta del ileon de cobaya.

¢).—Da siempre resultados semejantes, en igualdad de
Casos.

d).—La longitud de la palanca del aparatp imscriptor, in.
fluye en lg altura de la contraccion; sobre ella se he
insistido, especialmente, deduciendo y fijando su
longitud, como una constante.

e) .~—Sensibilizando el intestino en los primeros ensayos,
se obtiene una mayor altura, de contraccién, con
dosis subméximas de Acetilcolina.

5.—La Colinesterasa es inestable muy diluida, de lo que se
deduce que la enzimg tiene una dilucién méaxima pare su

estabilidad. ; i

6.—El dosaje de Colinesterasa en liquidos y tejidos debe ha-
cerse teniendo en cuenta el factor dilucién, vafiable que
debe ser constante y cambiarse por el factor tiempo co-
mo variable; si se usa la dilucién como variable, debe a~-
gregarse gelatina al 1 % para aumentar la concentracién. -

7 .—Las soluciones de Acetilcolina gue tienen varios dias de
preparadas, producen més o menos en el intestino la
misma altura de contraccién, que la preparada reciente-
mente.

8.—EI intestino de cobaya sensibilizado’ con suero de caballo

y que responde al fenémene de Shulz-Dale, frente a la A-

cetilcolina, presenta en la mitad de tiempo, alturas de-

bles, en igualdad de condicignes.
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Noticias

Bicentenario de Edward Jenner.— En estos ultimos meses
se ha.conmemorado con gran solemnidad en Inglaterra, el se-
gundo centenario del nacimiento de Eduardo Jenner (1749)
iniciador de la vacunacion antivariélica.

Hijo de un modesto. parroco rural, que lo dejé huérfano a
los cinco afios, naci6 en Berkeley, en el Glocestershire. Después
de algunos estudios, se colocé como mancebo en una botica
hasta los trece afios, trasladandose luego a Londres, donde fué
discipulo y amigo de su paisano, el gran anatémico John Hun-
ter, hasta graduarse come médico cirujano.

En 4772 volvié a su pais natal, donde sus vastos conoei-
mientos, su modo cordial de ebrar y la nobleza de su alma le
conquistaron pronto las.mayores simpatias. Era muy amante
de Ia Naturaleza y un observador perspicaz y paciente.

Un dia, de pasada, oyé Jénner a una lechera que no tenia
ningtn temor a adquirir la viruela maligna “porque ya habia
tenido la de las vacas (cow pox)”. Esta enfermedad consistis
en una erupecion pustulosa, acompafiada de un pasajerp males-
tar general y transmitida de la ubre de las vacas a las mano¥s
de los ordefiadores. La observacion de aquella mujer era, en
aquel condado de Glaucester, cosa sabida y comprobada por to-
dos. 3 : ;
Jenner comprendid <] extraordinario valor que esta expe-
riencia podia tener para utilizarlo en la practica y estudio dia
tras dfa, durante mas de veinte aflos. con perseverancia verda-
deramente admirable, la forma de solucionar este problema.

Por aquellas épocas la “inoculacién’ importada del Oriente
era ya conocida y atn se habfa practicado en pequefia escala en
diversos sectores de la sociedad. Consistia en inocular en la piel
pus de un enfermo varioloso, Generalmente, se manifestaba la
enfermedad en forma atenuada; sin embargo, las excepciones
a la regla eran frecuentes, y entonces el sujeto inoculado mo-
ria de esta operacion.

Faltaba €l paso definitivo, y éste es el que se debe a Jenner,
genial precursor de la moderna higiene, el cual, el dia 14 de
mayo de 1796 realizo el historico y crucial experimento. Fn esa
fecha “vacundé’ al nifio de ocho afios James Phipps, con pus to-
mado de la mano de una lechera infectada con la viruela de las
vacas, y ocho semanas después tuvo el valor de inocularle la vi-
ruela maligna, sin que se declarase la enfermedad. El paso es-
taba dado y la prueba de este audaz experimento era completa
y definitiva.

Fué entonces cuando expuso sus teorias y observaciones en
un librito de setenta y cinco paginas que se ha hecho histérico..
Pero la difusién de estas ideas, tanto de palabra como por es-
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crito, 1e obligaron a deScuidar Su clientela y a realizar multiples
viajes y gastos, hasta el punto de que Su situacién econémica
llegé a ser muy embarazosa. Pronto, sin embargo, 1a8 ventajas
de la vacunacion Se confirmaron por todas partes y los honores y
felicitaciones llovieron de todo el mundo. En 1802, por consejo
de sus amigos, solicité del Parlamento un donativo y fué re-
compensado por el Gobierno c¢on diez mil libras, concediéndo-
sele una nueva subvencién de veinte mil libras m4s en la vota-
cion de 1806.

Nada ambicioso, sin embargo, decliné la proposicién de fue
se le hizo para ejercer en Londres, prefiriendo volver a Su ru-
ralia de Berkeley, donde vivié hasta el fin de SuS dias, muriéndo
el 26 de enero dé 1823. Becuidnime y mode§to, decia para justi-
ficarse. “Mi fortuna bhasta para satisfacer mis necesidades v
la fama Tio es 5inG una dorada coraza, siempre atravesada por lag
flechas de 1a malignidad®’. :

Con el progreso y difusién de la vacuna dismintiyeron ra-
pidamente en todo el mundo las muertes causadas por viruela
v quedd demostrado de modo indiscutible el valor de un medie
terapéutico gue, afios después, iba a condueir a la inmunizacién
del hombre contra las temidas plagas del tifus, célera y otras
mortiferas infecciones, y a constituir uno de los pilarés de la
higiene modeéria, S Bt s e
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