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Catedra de Farmacologia de la Facultad de Farmacia de Lima
Profesor Dr. Carlos A. Bambarén

Preparacién y propiedades farmacolégicas
de la Hialuronidasa

Por la Q. F. Srta. LILA ORTIZ TORRES

El descubrimiento de la Hialuronidasa, en estos ultimos
afios, constituye, sin lugar a dudas, uno de los acontecimientos
mas trascedentales en el campo de la Palologia y Farmaco-
dinamia.

Como en el Perti no se ha realizado todavia ningin iraba-
jo de investigacién sobre esta enzima, que cada vez va adqul-
riendo més importancia, el profesor del curso de Farmacologia
de la Facultad de Farmacia Dr. Carlos A. Bambarée, me su-

giri6 que estudiase el tema, sometiéndolo a experimentacion
personal. s

Este trabajo consta de las siguientes partes: En la prime-
ra, relato la forma como se llegd al conocimiento de esta enzi-
ma y expongo sus caracteres generales; en la segunda, las técni-
cas de preparacién y valoracién; y en la tercera, refiero sus
aplicaciones. Las conclusiones, por altimo, resumen el trabajo.

Testimonio mi gratitud al profesor del curso de Farmaco-
logia Dr. Carlos A. Bambarén, por haberme sugerido el tema,
proporcionandome bibliografia y controlando las experiencias
que he llevado a cabo, lo mismo que al “Instituto Nacional de
Higiene’’, especialmente al Dr. Oscar Miré Quesada Cpntua-
rias, que me facilité su laboratorio para efectuar las investiga-
ciones. También al “Instituto Sanitas Sociedad Peruana”, dom-
de realicé parte del trabajo experimental.

GENERALIDADES

Es {recuente comprobar que descubrimientos sin aplica-
¢i6n practica en los primeros tiempos y sin coordinacion, ines-
peradamente adquieren importancia y se relacionan con otros,
dando insospechados resultados. Asi ha sucedido con la Hialu-
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ronidasa, de gran interés en patologia experimental y farma-
cologia. ]

La evolucion de los conocimientos sobre esta materia, es
la siguiente:

En 1928 el investigador espafiol Duran Reynals, trabajan-
do en los Estados Unidos, observo que los extractos testicula-
res agravan de manera considerable la lesién producida por el
virus de la Vacuna en el conejo, sin que el fenémeno fuese re-
sultado de aumento en la virulencia del agente invasor, sino de
modificaciones en el tejido del huésped, pues el virus recogido
de la lesion asi agravada, siguié conservando idénticos todos sus
caracteres.

En 1930 el mismo Duran Reynals descubrié que el ex-
tracto testicular tenfa la propiedad de facilitar la difusién de
los liquidos en los tejidos conjuntivos, por medio de un agen-
te que denominé ‘“Factor de difusion’.

En 1934 Palmer y Meyer aislaron del humor vitreo del
ojo de buey, un polisacarido, el Acido hialurénico, que también
se¢ encuentra en el cordén umbilical, humor acuoso, liquido si-
novial, ete.

En 1936 Meyer descubri6 que muchas bacterias produicen
un fermento que despolimeriza el Acido hialurénico, al que de-
nomind Hialuronidasa.

En 1939 Chain y Duthie identificaron ‘“El factor de difue
sidn” con ia Hialuronidasa, probandose, entonces, que tiene
verdadera importancia en la etiogenia de muchos procesos mor-
{osos y farmacolégicos.

Es esta Hialuronidasa la que actha sobre el Acido Hialu<
romico, que contribuye a la defensa de las estructuras orgéani-
cas.

El descubrimiento de ia enzima denominada Hialuronidasa,
{fué precedido por las siguientes comprobaciones: '

Morner, en 1894, fué el primero en establecer la existen-
cia de una sustancia mucoide en el humor vitreo, cuya concen-
tracion determiné Duke Elder; en 1934 Meyer y Palmer, a su
vez, identificaron el Acido hialurénico con un nuevo tipo de
muco-polisacarido descubierto primero en el ojo del gato y
luego en el cordén umbilical humano.

Ferrecst, Kendall, Heidelberger y Dowson, ea 1937, aisla-
ron un polisacirido de los cultivos de tres tipos de estreptococos
hemoliticos del grupo A, y en el mismo6 afno Meyer, Dubés y
Smith lo descubrieron en los autolizados de Neumococos del ti-
pc 2R, comprobando, ademads, que la enzima kidrolizaba los
polisacaridos del humor vitreo, del cordéon umbilical y de los
estreptococos.

Los polisaciridos descubiertos, andlogos entre si, tenian
composiciéon quimica, poder rotatorio y propiedades fisicas igia-
les a los obtenidos por Palmer y Meyer.

Elvin-Kabat comprob6 en ciertos tumores, provocados por
Virus, la existencia de un polisacarido que por su comporta-
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miento frente a la enzima neumocdcica, se semejaba a la en-
zima del Acido hialurénico.

Corresponde el gran mérito a Chain y Duthie que sostuvie-
ron la intima relacién entre el “Factor de difusién” y la Hia-
luronidasa, demostrando que el “Extracio testicular’’, con el
factor de Duran Reynals, hidrolizaba el Acido hialurénico del
humor vitreo y del.liquido sinovial, provocando su disminucion
en viscosidad y la liberaciéon de sustancias reductoras.

Basados en estos descubrimientos, numerosos investigado-
res emprendieron estudios para establecer si factores prove-
nientes de origenes distintos, tenian idéntica actividad mucoli-
tica o inversamente si todas las sustancias capaces de despoli-
merizar el Acido hialurénico presentaban el fenomeno de di-
fusién.

Madinaveitia y Quibell, en 1940, suglrleron que ciertas con-
tradicciones observadas en las experiencias, podrian perniitir
diferenciar las dos actividades. El mismo afio Mc¢ Clean y Hale,
lrabajando en condiciones méas precisas, llegaron a la conclu-
sién de que eran analogas, tanto més, afirmaban, cuanto que
las sustancias como el Acido ascérbico y sus derivados, son ca-
paces de actvar, tambien, sobre la viscosidad, como sobre ]a
piel.

Favilli demostr6, casi simultineamente, que muchos ve-
rnenos de serpientes y extractos de sanguijuelas, de gran poder
de difusién, tienen una marcada actividad mucolitica. Claude
confirm¢é esto y a su vez, observo el sorprendente paralelismo
existente entre la mucolisis y la difusién de los diversos extrac-
tos, considerando que el aumento de permeabilidad de los te-
jidos, pddia resultar de la accion de la enzima sobre una hi-
potéiica mucina del colageno dérmico. Claude logré preparar
ma mucoproteina de la piel normal del conejo, cuya viscosidad
disminuye rapidamente en contacto con los extractos de san-
guijuelas y abejas.

Meyer, en 1941 obtuvo, partiendo de la piel de cerdo, una
mezela de mucopolisacaridos separables en dos componentec
por medio de la hidrélisis enzimatica y del fraccionamiento
con alcohol. El primero se identificaba con el Acido hialurdni-
0 por su comportamiento enzimatico y su composicion; el se-
gundo, se revelaba como una mezcla de exosiaming acetilada.

SEMEJANZAS ENTRE EL FACTOR DE DIFUSION Y LA
HIALURONIDASA

a) Todas las preparaciones que contienen Hialuronidasa,
tienen, también, factor de difusién, como lo demuestran las
comprobamones CcON Neumococos, estreptococos hemoliticos del
grupo A (tipo 4 raza h H 44), Glostridium Welchii (raza A),
con extractos testiculares y de sanguijuelas. Sinembargo, no
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existe paralelismo enfre la actividad de la Hialuronidasa y el
factor de difusion.

b) EI calentamiento entre 65° a 100° C, durante 30 minu-
tos, produce efecto comparable: disminucién y luego inactiva-
cién total.

¢) La demostraciéon de la existencia de Acido Hialuro-
nico en la piel ofrece una posible explicacion del mecanismo de
la difusién, por la accion hidrolizante de la enzima..La trama
conjuntiva mas fluida, aumentaria la permeabilidad local,

d) El Yodo inactiva el factor de difusién y la Hialuronida-
sa y la adicion ulterior de Hiposulfito de Sodio, no produce nin-
guna reactivacion,

e) El aumento de los dos efectos puede obtenerse, si se
irata de bacterias, agregando Acido hialurénico al medio de
cultivo.

DIFERENCIAS ENTRE EL FACTOR DE DIFUSION Y LA
HIALURONIDASA :

a) No existe paralelismo en el grado de actividad entre el
factor de difusién y la Hialuronidasa.

b) Todos los preparados que producen “Factor de difu-
sion”’, no contienen, necesariamente, Hialuronidasa. Ciertas sus-
tancias, inclusive el Acido Hialurénico (azoproteinas, hirudina,
extracto esplénico), tienen accidn difusora, pero ninguna activi-
dad hialuronidasica. En este caso, la velocidad con que se produ-
ce aquella, difiere de la determinada por la Hialuronidasa nor-
mal.

Los sueros antihialuronidasa, inhiben especificamente y
completamente la enzima homologa, pero ni inhiben el factor
Duran Reynals. Puede afirmarse que la difusién se debe a va-
rios agentes, entre ellos a la Hialuronidasa, pues, Hebby y sus co-
laboradores, observaron que el fenémeno es complejo y no pue-
de explicarse por una simple reaccion quimica, Durand Reynals,
en 1932, retomando la mayor parte de los argumentos preceden-
tes, rechazé la hipétesis de que la Hialuronidasa produce la di-
fusién, afirmando que debian intervenir otras enzimas y sustra-
tos, atribuyendo a la enzima tun papel primordial.

~Mc Clean y Rowlands, establecieron que la Hialuronidasa
preparada a partir de testiculos de toro, conejo, ratén y de es-
treptococos, clostridium welchii, del veneno de vivoras y de es-
corpiones, era inhibida por el suero de cobayo, conejo, carnero,
caballo, ratén y humano. Posteriormente, Haas realizé al respec-
pecto, estudios mas completos.

Haas, en 1943, logré concentrar y purificar por medio de
ia electroforesis, la Hialuronidasa testicular de los mamiferos.
En esta forma pudo precisar las propiedades fisico-quimicas de
la misma.
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Haas ha sefialado la existencia de un agente destructor de
1z Hialuronidasa en el suero humano y del caballo, buey, carne-
ro y gallina. Esta antienzima denominada “antiinvasina’, inac-
tiva la Hialuronidasa testicular (hombre, buey) y de diyersas
bacterias, pero no la del veneno de serpiente (Agkistrodon Pis-
civorus).

Gelberg y Hass lograron, poco después, disociar Ja anti-
invasina en dos factores inactivos por separado, mediante el
fraccionamiento con alcohol etilico y desnaturalizacion selec-
Liva por el calor.

La “antiinvasina’ es a su vez inactivada por las bacterias
puidgenas y venenos que contienen Hialuronidasa. El factor ter-
molabil de esta reaccién, se ha denominado ‘‘proinvasina’.
De este modo el Agkisirodon Piscivorus, muy rico en este ulti-
mo factor, destruye la ‘“antiinvasina’” contenida en el plasma

" humano y de la gallina, cerdo, etc., quedando intacta la Hialu-
ronidasa.

La “antiinvasina II"" es otro factor descubierto en e] plas-
ma del hombre, buey, gallina, etc. que puede destruir a la
proinvasina I.

SUSTANCIAS QUE INHIBEN LA HIALURONIDASA

La Hialuronidasa es inhibida por los agentes antipiralgicos,
antisimoticos y antireuméticos, como salicilatos, benzoato de
sodio, cincofeno, gentisato de sodio, &cido gentisico, definiti-
vamente e irreversiblemente inhiben su actividad.

La inactivan las enzima$ proteoliticas, como la pepsina ¥y
tripsina, incubandole a pH 2.0 por 4 horas con pepsina.

PROPIEDADES DE LA HIALURONIDASA

La Hialuronidasa es una mucoenzima. Se presenta en dos
formas: liquida y sdélida; la liquida es de color gris claro, el
polvo es también gris claro casi blanco. En estas dos formas
¢s muy soluble en el agua.

Son positivas las reacciones de ‘Millon, Xantoproteica, Nin-
hidrina, Azoicas y Biuret. Con Acido nitrico produce un pre-
cipitado que no se redisuelve por calentamiento. Precipita -con
¢l Acido tricloro acético, Acetona, Alcohol y Eter. Es negativa
la reacciéon con nitroprusiato de sodio. La precipita el Mercuriv,
Nitrato de plata y Tricloruro de Platino. No produce precipita-
¢i6n con Sulfato de Cobre, con Acidos débiles, ni con el
Acido clorhidrico. El Nitrégeno representa el 14% de los soli-
dos totales.

BT 2N
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Efecto del calor.—EIl calor a 100° la destruye o la inac-
tiva, por calentamiento durante 5 miuntos; esto es debido a 1+
absorcién del precipitado que se produce por calentamiento, a
95° durante 10 minutos. Es completamente estable a lg tem-
peratura de 37¢ C.

Resistencia a los &cidos fuertes.— Es soluble en Acido
clorhidrico y resiste el Hidrégeno a councentracién de pH 2.0.
Por esta resistencia a los acidos fuertes, es posible hacer un
estudio de la solucién proteolitica de la Pepsina sobre esta en-
zima.

Efectos de enzimas proteoliticas.— Se inactiva incu-
bandola con Pepsina a pH 2 por 4 horas. La Tripsina también,
la inactiva incubandola a 37¢ por 2 horas. La carboxipolipepti-
dasa no la inactiva.

Efectos del pH.—Conserva su actividad entre pH compren-
didos entre 4 y 10. Pierde actividad a pH inferior a 4 y superior
a 10.

Neutralizacién de la enzima por antisueros.—Los antisue-
ros inhiben la expansién de la Hialuronidasa de origen baete-
riano.

PREPARACION DE LA HIALURONIDASA

La Hialuronidasa se puede obtener de venenp de ofidios,
de sanguijuelas, de filtrados de caldo de cultivo de estafiloco-
cos y estreptococos, de gérmenes de gangrena gaseosa, de neu-
mococos virulentos, de tejidos malignos y de testiculos, espe-
cialmente de toro, que son los que la contienen en mas canti-
aad.

Entre los métodos de preparacién de Hialuronidasa a par-
tir de testiculos de toro, dos son los méis comunes:

a) Extraccién con agua.

b) Extracciéon con solucion N/10 de Acido acético.

Muchos son los procedimientos que se han aconsejado pa-
ra preparar la Hialuronidasa. Referiré los siguientes,

Técnica de Morgan y Mc Clean.— Tratan los testiculos
con agua y obtienen un extracto que acidifican hasta pH de 4.5
con Acido Acético N/10, pasando después a un pH de 6.5 con
solucién de soda 2 /N. Se separan en las dos operaciones las ma-
terias inertes. Se alcaliniza la enzima y se precipita con ace-
tato basico de Plomo, la solucion de este precipitado en medio
acuoso a un pH de 4.5; se extrae el Plomo por diilisis y luegc
de saturar con Sulfato de amonio, el precipitado que se obtie-
ne se separa y se disuelve en agua y nuevamente se dializa.
La solucién de enzima sin sal se evapora al vacio.

Técnica de Madinaveitia.—Precipita la enzima en agua coan
solucion saturada de Sulfato de amonio; se absorbe la enzima
con Hidrato de Aluminio en lugar de 4cido, diluyendo luego en
medie alcalino. El liquido diluido se dializa y deseca.
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Técnica de Mannozi Torini.— Absorben el extracto acuo-
so, después de dialisis, con carbén a pH 7.0 y luego lo diluyen
hasta pH 5. ’

Técnica de Claude y Duran Reynals.— Tratan el extrac-
lo acuoso del testiculo con un volumen igual de Acido acético
N/10. El primer precipitado se elimina y el liquido filtrado
sc une con Acetona hasta precipitar; el precipitado acetonico es
anhidrificado (reducido) y luego extraido con agua, eliminandc
la porcién insoluble; la solucién acuosa se mezcla con Sulfatc
de amonio hasta semisaturaciéon y se elimina la parte no
soluble; se aumenta luego el Sulfato de Amonio hasta satura-
cién y se recoje la porcidon activa que se disuelve en agua y
dializa después.

Esta técnica es la que he efectuado. Tomé 8 testiculos

de toro, los liberé del tejido conectivo, fraccioné la parte ttil
v la moli con arena lavada; antes de molerla con arena, pesé
la pulpa y obtuve un peso de 1,034 gr.; agregué un pésc
igual de Acido Acétido N/10. Esta mezcla la dejé toda una
noche en frio, a temperatura de 5°; al dia siguiente, centrifugué
v el liquido sobrenadante lo hice pasar a través de papel de fil-
tro. El liquido quedé claro, rojizo y con pH 4.7; este liquido
fué tratado con 4 volimenes de Acctosa y obtuve un precipi-
lado que recoji en un embudo de Buchner, lavandolo con mas
Acetona; luego lo desequé en el aire. Este precipitado al prin-
cipio fué blanco, pero en contacto del aire, adquirio color bruno
intenso.

_ Este polvo seco se disolvié en agua destilada, siendo sélo
soluble en la proporcién de 77 % mas o menos; separé enton-
ces la parte soluble, de la insoluble por centrifugacion, elimi-
nando el residuo insoluble.

El liquido sobrenadante, después de centrifugar, lo filtré y
luego lo traté con volumen igual de Sulfato de amonio, a satu-
racion, obteniendo un precipitado escaso, que eliminé después
de pasar a través de papel de filtro plegado. El liquido filtrado
lo traté con mas Sulfato de amonio hasta saturacién completa,
dejandolo toda una noche en frio a temperatura de 5°. Al dia
siguiente, filtré este liquido a través de papel de filtro plegado
v obtuve un precipitado que disolvi en pequeiio volumen de
agua destilada, en proporcion de 25 cc. por gr. de precipitado.
Obtuve 4 gr. de precipitado al que afadi 100 cc. de agua des-
tilada; este liquido lo dialicé a través de papel celofan, para eli-
minar lo mas que fuese posible el Sulfato de Amonio. El liquido
dializado tenia color bruno intenso.

A. Saldi y L. Schiafani, en lugar de efectuar una diali-
sis, efectaan dos dialisis y al final de la segunda, el liquido es
filtrado a través de bujia y desecado al vacio a temperatura de
382 a 40°.

Esta modificacién la incorporé en la técnica que he usado.
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Técnica de Monrroe, E.. Freeman, Pearl Anderson, Marian
Oberg y Albert Dorfman.— Consta de las siguientes etapas:

Extraccién con Acido acético.

Precipitacién fraccionada con Sulfato de Amonio.

Precipitacion fraccionada con Etanol.

Extracciéon con Acido acético.— Los testiculos de b0vm0
en numero 12, se descapsularon y el tejido 1til fué dividido
mecanicamente. Este tejido ‘dividido, se puso en contacto, du-
rante una hora, con igual peso de Acido acético glacial, N/10;
se agité vigorosamente y lo dejé enfriar toda una noche a
temperatura de 5°. Al dia siguiente, centrifugué el material a
5,000 revoluciones por minuto, durante 15 minutos. El resi-
-duo fué sometido dos veces mas, a la accién del Acido acético
N /10, en la proporcién de 5 a 1. Los productos extraidos se
mezclaron y se pasaron a fravés de papel de filtro.

El fraccionamiento con Sulfato de Amonio de la Hialuro-
nidasa dé los siguientes resultados:

Concentraciéon - Total de unidades Hial. recobrada Indice de
de SO4 (NH4)2 de Hialuronidasa por exX. alcoholico purif. por
por ciento recobradas por acético por ciento vez.
kilo de tejido
20 45.000 -8 0.460
23 47.000 8 1.000
26 126.000 ¢ 17 2.400
28.5 207.000 . n 2.020
31 130.000 17 1.070
33 22.000 3 0.630
— — - — e

Agregué al liquido filtrado 212 gr. de Sulfato de Amonio
(conforme indica la técnica) por litro de filtrado; agité
rapidamente y lo dejé un corto tiempo a la temperatura
de H%; precipité la parte inactiva, que descarté por filtracion.
Al filtrado agregué 282 gr. de Sulfato de amomnio, dejandoln
en frio toda una noche a 5°. Al dia siguiente separé el preci-
pitado por filtracién y lo disolvi en pequeina cantidad de aguo
destilada, que dialicé también a 5% La dialisis duro 24 horas,
precipitando una pequefia fraccion que fué eliminada por fil-
tracién. A este liquido agregué méas Sulfato de Amonio, filtré
y obtuve otro precipitado que recoji en una solucién al 0.015
M fosfatocitrato (Buffer) a pH 5.0, conteniendo 0.9% de Clo-
ruro de Sodio. Probé la actividad Hialuronidasica, inyectando
en un conejo 0.5 cc. de esta scolucidon, junto con 0.25 c:.
de Hemoglobina. Esta solucién fué nuevamente dinlizada pars
eliminar la mayor parte del Sulfato de Amonio; luego de dia-
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lizada la traté con alcohol etilico a distintas concentraciones,
tal como indica el cuadro siguiente:

Concentracion LTotal de enzima recobrada Indice de pureza
de Etanol Umnid. de enz. por
Fracci. Molecul. Unid. porlit. Unid. por cc. mg. de N
0.10 13.000 4 800
0.15 T0.008 20 2.000
' 0.20 133.000 38 5.000
0.25 84.000 2% 8.200
0.30 ‘ 8.000 2.5 4 1.600

Los distintos precipitados contenidos los recibi en solucion
N de fosfatocitrato (Buffer) con pH{ 5.0 y probé la actividad Hia-
luronidasica, que se habia incrementado notablemente. Esta so-
lucidn, después de esterilizarla a través de bujia, se desecé por
liofilizaciéon determinando la cantidad de Nltrogeno existente,
que fué de 99,6 mg. de N por gr.

VALORACION DE LA HIALURONIDASA

Para determinar la actividad farmacologica de la Hialuro-
nidasa existen métodos:

a) Bioldgicos.
b) Fisico-quimicos: Viscosimétrico. Turbidimélrico.
¢) - Quimicos.

a) Método biolégico.— Se basa en el aumento de la su-
perficie de difusién de una sustancia en el dermis de un ani-
mal, cuando esta sustancia se inyecta junto con Hialuroni-
dasa; es por esta propiedad que se llama “Factor de difusion’.
El fenémeno se explica porque en el dermis existe Acido Hia-
lurénico, en la parte interfibrilar del conectivo coligeno, que
se degrada por la Hialuronidasa, eliminindose la barrera que
chbstaculiza la difusién de las sustancias inyectadas. Se emplean
para este tipo de prueba: tinta china, tripin azul en solucién al
1%, toxina diftérica muy diluida (1x1,000; 1x3,000), mezcla
en partes iguales de solucién al 0.5% de Cltrato de Fierro y
de Ferrocianuro de potasio. “Azul T 1824 en solucid isoténica
estéril y solucién de Hemoglobina que es la mejor, por no ab-
sorber Hialuronidasa y ofrecer color perfectamente perceptible.

Cualquiera que sea el indicador usado, la técnica consiste
en aspirar sucesivamente, en una jeringa de inyecciones hipo-
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dérmicas, cantidades iguales de indicador y de Hialuronidasa,
y mezclar bien. El liquido asi preparado, se inyecta en el espe-
sor del dermis (0.4 a 0.5 en el conejo y 0.4 a2 0.2 c¢c. en
¢l hombre). La prueba en conejos se efectia en animales blan-
cos muy bien razurados, que no tengan lesiones, cicatrices, ni
pustulas, que obstaculizarian la difusién. Las inyecciones se
colocan en lineas paralelas a la columna vertebral, a distancia
de 3 cm. Se puede hacer 3 o 4 inyeecciones por lado.

La difusién se verifica con mas intensidad en la primera
hora. :

Las areas alcanzadas fueron las siguientes:

Con la Hialuronidasa obtenida con la primera téenica de
preparacion hice 4 aplicaciones, 2 con tinta china y 2 con he-
moglobina, obteniendo los siguientes resultados:

Conejo Ne¢ 1.—La difusién preducida por inyeccién intra-
dérmica de 0.25 cc. de tinta china diluida al 1|2 por ciento
con 0.5 cc. de Hialuronidasa, fué de 37.2 cm2., la difusién
producida por 0.25 cec. de tinta china con 0,5 ce. de Suero fi-
siolégico (control) fué de 9.2 cm2.

Conejo N? 2.—La difusion producida por inyeccion intra-
dérmica de 0.25 cc. de tinta china diluida al 1|2 por ciento
con Hisluronidasa, fué de 37.2 em2. y la difusién producida
por 0.5 ec. de tinta china con Suero fisiologico, fué de 9.5 em2.

Conejo N° 3.—FE] area producida con mezcla de Hialuro-
nidasa y Hemoglobina fué de 62.9 em2. y de Hemoglobina
con Suero fisiologico, de 12.3 cm2, empleando cantidades
iguales que las anteriores.

Conejo N° 4.—El area producida con Hialuronidasa y He-
mogl'obina fué de 62.7 cm2. y de Hemoglokina con Suero fi-
‘siol6gico de 12.3 em2.

Las d4reas empleando Hemoglobina, fueren mayores que
con tinta china y mucho mas claras.

Con la Hialuronidasa obtenida con la segunda técnica, tam-
bién hice dos experiencias, después de obtener el ultimo pre-
cipitado con Sulfato de Amonio y dos después del ultimo frac-
cionamiento con Etanol, obteniendo el siguiente resultado:

Conejo N? 1.—El area con mezcla Hemoglobina y Hialuro-
midasa fué de 76.2 em2. y el area producida por la inyeccion in-
fradérmia de Hemoglobina con Suero.fisiologico de 12.2 em2.

Conejo N° 2.—El area producida por la inyeccion de Hia-
luronidasa con Hemoglobina, fué de 76.2 em2. y de la inyec-
e¢ion de Hemoglohina con Suero fisiolégico de 12.2 cm?2.

. Las &reas obfenidas después de {raccionamiento con Eta-
nol fueron las siguientes:

Conejo N° 1.—H8] area producida por la inyeccién de Hia-
lironidasa con Hemoglobina, fué de 99.7 cm2. y el area produ-
cida por la inyeccidén de Hemoglobina con Suero fisiclogico de
2.8 cm2.



LA CRONICA MEDICA i3

Conejo Neo 2. area producida por la inyeccion intra-
dérmica de Hemoglobina con Suerg fisiologico fué de 12.6
¢m2 y el drea producida por la inyeccién de Hialurodinasa con
Hemoglobina de 99,7 ¢cm2.

Aumenté mucho la actividad Hialuronidasica después dei
fraccionamiento con Etanol.

b) Métode fisico-quimmico.— Madinaveitia, en 1940, pro-
puso el método viscosimétrico para valorar la Hialuronidasa. Se
funda en el descenso de la viscosidad de las soluciones de Aci-
do hialurdnico, cuando se agrega la enzima. La unidad de vis-
cosidad es la vantidad exacta que hace disminuir la viscosidad
del Acido hialurdnico a la mitad de su valor inicial, en 20 m:-
riutos.

Kass y Seastone idearon, en 1934, ¢l método turbidimétri-
co, que se funda en la propiedad del Acido hialurdénico de co-
pular con las proteinas y precipitar en medio acido. Se define
la unidad turbidimétrica como la cantidad de enzima que re-
duce en 30 minutes, el enturbiamiento del Acido hialurdnice
al 50% .

¢) Método quimico.— Se funda en que la Hialuronidasa,
actuando durante tiempo suficiente, produce la liberacion de
los constituyentes quimicos fundamentales del Aecido hialurd-
nico, como la Acetilglucosamina. Por la cantidad liberada po-
dria deducirse la actividad de la enzima.

APLICACIONES DE LA HIALURONIDASA

La Hialuronidasa es enzima que cada ves va adquirienco
mayor importancia. Sus aplicaciones son muchas, siende las.
mas conocidas, las siguientes:

Hialuronidasa e hipoderméclisis.— Hechter, en 1947, y
Burket y Giorgi, en 1947, han probado que la Hialuronidasa es
muy activa para diseminar los liquidos suministrados por Hi-
podermoclisis y aumentar la absorcion. E] estudio se hizo en
nifios de 4 dias a 12 afios de edad, que padecian diferentes en-
fermedades. El liquido para la hipodermoclisis contenia 2% de
giucosa y B% de Suero fisiologico; para las inyecciones se em-
pled el drea de los muslos, en uno de los cuales se inyectaba
la solucién de glucosa y suero fisiolégico y en el otro, la mis-
ma, mas Hialuronidasa. Todos los nifios, hasta la edad de 2
afios recibieron 125 cc. La dosis de Hialurenidasa fué de 0.8 mg.

"En todos los casos, la absorcion fué m#s rapida, cuando
{a Solucion contenia Hialuronidasa; no hubo induracién ni do-
lor. No hubo reacciones febriles atribuibles a la Hipodermocli-
sis. La inyeccion de 1 cc. de una solucién que condenia 0.8
mg. de Hialuronidasa a nifios sanos R a nifios enfermos, no
produjo reacciones téxicas,
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Absorcién de coloranteg radio-opacos.— La Hialuronidasa
se inyecta por via intradérmica inmediatamente antes de admi-
nistrar el colorante en el mismo silio, comprobindose que la
piclografia se obtenia con la mitad de la dosis habitual del colo-
rante, en Jos casos que recibieron Hialuronidasa. Los 6rganos
ofrecian contraste méas profundo y méas claro, en las personas
gue recibieron la enzima.

Anestesia local.— Kirby y sus asociados han demostrado
gue la Hialuronidasa aumenta el drea de anestesia efectiva, cuan-
do se la mezcla con soluciones de Procaina. La adicién de Adre-
nalina produce vaso-constriccién marcada, palidez en la piel, au-
mentando la duraciéoh con una demarcacién clara del area afec-
tada.

Quimioterania— Gasisford y Evans han demostrado
que la concentracion sanguinea de las sustancias farmacolégi-
cas, quimioterapicas, se produce rapidamente, junto con Hialu-
ronidasa, seguramente por facilidad de absorcion. ‘

Hialuronidasa e infecciones.— Los tejidos de sostén, po-
seen resistencia natural a la penetracién de microbios patoge-
nos, por contener sustancia viscosa, siendo el poder de invasion
de muchas bacterias, el resultado de su capacidad de producir
lialuronidasa que destruye la sustancia viscosa.

El estafilocoeo aureo y el estreptococo hemolitico producen
grandes cantidades de “Factor de difusion’’; el neumococo tipo
1, produce también Hialuronidasa. En cambio, existen bacterias
virulentas que no producen *“‘Factor de difusiéon”, como el baci-
lo tuberculoso, el meningococo, el tifico, las ricketsias.

Se ha propuesto dividir las bacterias en: invasoras y no in-
vasoras, segun que produzecan o no Hialuronidasa.,

Las grandes cantidades de Hialuronidasa producidas por
bacterias invasoras permiten facilmente comprender el meca-
nismo de la forma de extenderse, por ejemplo, de la erisipela y
también de la draméatica invasiéon de los tejidos infectados con
gérmenes de la gangrena gaseosa, etc. La rapida invasion del
pulmén en la neumonia lobar, también debe mirarse desde este
punto de vista (Duran Reynals, 1930).

La Hialuronidasa que producen las bacterias, desempeiia
papel importante en la gravedad de las infecciones, El organis-
mo se defiende elaborando sustancias antagonizantes. En la
sangre existen normalmente sustancias que neutralizan la Hia-
lurenidasa y que se conocen con el nombre de antiinvasinas.
Solo se han encontrado en la sangre, y nunca en los fejidos. La
accién difusora se detiene en las areas inflamadas, segin Du-
rand Reynals.

En los pacientes con enfermedades infecciosas, el suero
sanguineo presenta mayor cantidad de antihialuronidasa que
¢l de sujetos aparentemente sanos. Thompsen ha comprobado
estos hechos en 1948, en la neumonia neumocdécica, etc.
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Hizluronidasa y neoplasias.— Duran Reynals demosltro.
en 1931, que los exiractos de tumores malignos, poseian
“Factor dilusor” pronunciado. Posteriormente, Boylan y Me.
Clean, probaron que existia pa lelismo entre la rapidez del
crecimiento y el contenido en * "actor de difusion”. Nakanson
v Glisk, en 1948, han observado que en los enfermos con-tu-
mores malignos, no metastasicos, la antiinvasina del suero
estd aumentada en 52 %. En los casos de tumores metasta-
sicos el aumento alcanza una cifra media de 40 %. Por el
ccntrario, en los pacientes portadores de tumores benignos, no
habia ninguna diferencia con ]los normales. Esto apoya la presun
¢ion del posible papel de la Hialuronidasa en la malignidad de
los tumores.

Hialuronidasa y gérmenes capsulados.— Existen gérme-
nes virulentos con céapsulas Hialurdonicas. Rothbard, en 1948,
comprobd que cuando a los microorganismos se les quita la
capsula, por medio de la Hialuronidasa, se hacen méas suscep-
iibles a la fagocitosis. Igualmenie en las infecciones in vivo, en
el raton, se ha conseguido protegerlos con Hialuronidasa.

La Hialuronidasa puede producir una cierta accion contra
los gérmenes encapsulados, aunque no es, sin embargo, aph
cable en la préactica, puesto que por una parte es débil y por
otra existe el riesgo de sumentar la capacidad invasora en los
tejidos del agente infectante.

Hizluronidasa y fecundacién.— Fl testiculo de los mami-
feros es el que contiene mayor proporcion de Hialuronidasa.
En 1942, Mc Clean y Rowlands hicieron la interesante ohser-
vacion que la Hialuronidasa es capaz de desintegrar el cimmuio
celular que rodea al 6vulo recién expulsado del ovario, y esto
sin producir en la célula ninguna alteracion. Kurtzrock es quien
ha estudiado mejor la intervencién de la Hialuronidasa en el
proceso de la fecundacion.

Hialuronidasa y reumatismo.— Esta enfermedad de ori-
gen tan oscuro en sus diversas modalidades, resulta interpre-
iada en su'mecanismo patogénico, cuando se hace intervenir a
la Hialuronidasa.

En el afio 1945, el investigador espafiol F. Guerra, traba-
bajando en México, hizo la trascendental observacién que los
salicilatos administrados, por via digestiva, eran capaces de in
hibir la Hialuronidasa. La difusion de la tinta china, disminuia,
si el animal habia sido inyectado con Salicilato sédico. En en-
fermos con fiebre reumatica, se producen al hacer la inyeccibil
imntradérmica de Hialuronidasa, reacciones enormes y el colo-
rante se difunde por todo el brazo, al mismo tiempo que se
determina edema local. Los salicilatos inhiben esta reaccion.
Guerra concluyd que en el mecanismo patogénico del reumatis
mo; interviene la Hialuronidasa desintegrando el Acido hialu-
ronico del liquido sinovial y de las éstructuras particulares, dan-
do lugar a las reacciones inflamatorias caracteristicas. La ac
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cion curatfiva del Salicilato de sodio se debe a su capacidad in-
hibidora del fermento. La interpretacién es verosimil, puesto
aque los gérmenes seflalados como causantes del reumatismo,
son activos formadores de Hialuronidasa, (estreptococo hemo-
litico) .

Meyer, en 1949, demostré que el Acido salicilico no era ca-
paz de inhibir in vitro, la accién de la Hialuronidasa, Sin em-
bargo, la aceién in vivo se confirm¢ repetidamente y por lo tan-
to, el problema seguia en pie.

Cohen, en 1949, ha observado que el Acido hialurénico
gue existe en el liquido sinovial de los enfermos reuméticos, es
diferente del existenle en el liquido sinovial normal y que en
estos enfermos existe una mayeor produccion de Acido hialurd
nico, posiblemente- como reaccion frente a la incapacidad de
funcién que él mismo ejerce, ya sea que inicialmente se produ-
ce alterado, o por que se altere una vez producido, por la Hia-
luronidasa presente en el organismo, como lo afirma F. Vil
decasas, de Barcelona,

Regan y Meyer, en 1949, confirmaron las comprobaciones
de Cohen, pero, en lugar de considerar la viscosidad, como ele-
mento de diferenciacion, relacionan el logaritmo de la misma
con la dilusién; el cociente entre dicho logaritmo y la concen-
tracién de Acido hialuronico tiene valor constante.

" 'Teniendo en cuenfa que la viscosidad del liquido sinovial,
depende casi por complete del Acido hialurénico y este acidn
es fanto més viscoso cuanto mas polimerizado esta, el cociente
logaritmico de viscosidad partido por la concentracion de Aci
“do hialurénico, da una idea del grado «de polimerizacion de este
acido en el liquido que se estudia.

~ En las personas no afectadas de enfermedad articular algu-
na, el cociente fué siempre superior a 10, mientras que en los
reuméaticos fué siempre inferior a este nimero. El grado d»
despolimerizacién corre paralelo con la actividad del proceso
palolégico, es decir, que cuando la enfermedad es mas activa,
la polimerizacién es mayor.

Jampani, en 1942, observé que los exudados inflamatorios
contienen, siempre bastante cantidad de ;Acido hialurénico,
mientras que los trasudados no lo contienen, por un mecanis-
mo activo de defensa. x

En la enfermedad reumatica existe una alteracion del Aci
do hialurénico, siendo posiblemente la causa inicial de la en-
fermedad. :

Diversos investigadores han estudiado los metabolitos, en
gue se transforma el Acido salicilico en el interior de] organis-
imo. Meyer vy Regan comunicaron a fines de 1948, que uno
de estos metabolitos el Acido Gentisico tiene in vitro accién
anhialuronidasica, que falta a los salicilatos, y Lowental y Cag-
non han comunicado, casi simultineamente, que la sustancia
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activa no es en realidad el Acido gentisico, sino un derivado dq
éste, la carboxiparabenzoquinona. Valdecasas en 1949, ha de-
mostrado que tiene mayor toxicidad, que carece de acciones i
tantes sobre la piel y mucosas, cosa que posee el Acido salicili
en alto grado y que su actividad antireumatica es, ademas, mu
superior.

En la “Mayo Clinic”, un grupo de investigadores, entre los
que se encontraba el célebre quimico Kendall, afirmaron, en a-
bril de 1949, que son sorprendntes los resultados obtemdos con
ia fraccion E de las Hormonas de la corteza suprarrenal O 17-
hidroyi 11 dihidro-corticoesterona. Aunque se conocen muchos
datos clinicos de las interrelaciones existentes entre trastornos
endocrinos y artritis, ete., a la luz de la teoria hialuronidasica,
la solucién puede orientarse estudiando las relaciones entre el
fermento y las sustancias enddcerinas.,

Glick y col, han trabajado intensamente en los ultimos a-
fios, en estos problemas. Seifter y colaboradores han probadc
que existe correlacion entre la teoria hialuronidasica y el efecto
de la Cortisona en el reumatismo, estudiando el efecto de la
Hialuronidasa y diversas hormonas esteroides sebre la permea-
bilidad, tanto in vitro como in vivo de la vejiga urinaria. La
Hialuronidasa aumenta en forma ostensible la permeabilidad,
aboliendo préacticamente, por completo, su condicién de se-
mipermeabilidad, es decir, que convierte la vejiga urinaria en
una membrana que deja pasar facilmente los electrolitos, la
glucosa, etc. El efecto es reversible y a] cabo de un corto tiem-
po (1 hora) la permeabilidad vuelve a disminuir, restableciéndo-
‘se por completo a las 3 horas. Los extractos de la Corteza su-
prarrenal, la Testosterona, la Estrona, inhiben este efecto en
gran proporcion. En cambio, la Desoxicorticosterona tiene un
efecto semejante al de la Hialuronidasa y aumentan enorme-
mente el efecto de ella.

Inyectando un colorante en la cavidad articular, se mide,
entonces, el tiempo requerido para que dicho colorante aparezca
eh la orina, tiempo que indica la velocidad de paso del mismo
a travez de la membrana sinovial. Seifter ha podido compro-
bar que la Cortisona y la denominada Artistona, actian rapi
mente en los enfermos, por su acci6n sobre la membrana sino-
vial. La Cortisona cura las alteraciones articulares producidas
por la Hialuronidasa en patologia experimental; la accion de li
droga en la clinica humana debe tener el mismo mecanismo.

Las aportaciones experimentales mas recientes apoyan la
teoria Hialuronidéasica del reumatismo. Tanto en artritis reuma-
toide como en la fiebre reumaétioa, es evidente que existe una
alieracion del Acido hialurénico, y que esta alteracion, es en to-
do semejante a la que in vitro produce la Hialuronidasa sobre é1.
Todos los medicamentes antireuméticos, actiuan, especialmente
in vivo, como substancias antihialuronidasa, desde les salicila-
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tos a la Cortisona; las alteraciones reuméaticas experimentales
producidas por la Hialuronidasa, se tratan con éxito por los me-
dicamentos antireumaéticos. El mecanismo patogénico de Guerra
parece, por lo tanto, totalmente establecido en la actualidad.

CONCLUSIONES

1.—El “Factor de difusién™ de Duran Reynals, aislado
en 1928, es idéntico a la Hialuronidasa descubierta por Meyer
cn 1936.

2. — Se ha preparado, por primera vez en el Per(i, Hialuro-
nidasa, a partir de testiculo de toro.
: 3. — Se la ha caracterizado debidamente, encontrandose

que corresponde a la que fabrican los laboratorios extranjeros,
ofreciendo las reacciones biolégicas que sefialan los investiga-
dores que la han estudiado.

4.—La Hialuronidasa es enzima, que parece de constitu-
cion quimica diferente, segiin su procedencia, porque antigéni-
camente pueden distinguirse; son sin embargo, mucopolisaca-
ridos.

5.—La importancia de la Hialuronidasa, se deduce después
ae saber que interviene en el proceso etiogénico de los gérmenes
patogenos, de modo que su virulencia es casi paralela con la
capacidad de formacién de esta enzima, en la difusién de veneno
de serpientes, abejas, etc., en la destruccién de la capsula de
muchos mierobios patogenos, como estreptococos y neumococos,
que contiene Acido hialurdnico, en la fecundacién de los ma-
miferos y en el mecanismo patogénico del reumatismo.
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Quino-Fanyl

11Tonex*/

2> COMPOSICION QUIMICA.

2 Quinina basica .. .. .. .. .. .. <. .. . 006 gr,
Alcanfor .. .. .. .. .. «. wee . .. .. .. 0687 gr.
Aceites esenciales .. .. .. .. .. . .. .. 027 gr.

= Colesterina .. .. .. .. .. v e oo «, oo .. .. 8.08 gr.

g Aceite de olive €. S. P. .. .. .c .. .0 .- .. R CC,

INDICACIONES,

Catarros nasales, bronquitis, gripe, broconeumonias,
complicaciones bronco-pulmonares post-operaterias.

DOSIS.
1 ampolla de 2 cc., por via intramuscular, diariamente.
Nifios Nifios ampellas de 1 ce.

LASORATORIOS .

REY BASADRE 385.

o N E MAGDALENA DEL MAR.

LIMA - PERU




