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ESTUDIOS ACERCA DE ALERGIA EXPERIMENTAL *

Francisco ALoNsO DE FLORIDA

El término “alergia experimental” no es comin. El pro-
posito de enunciar este trabajo con ese vocablo es indicar
un paralelismo indudable entre la “alergia natural” y la
“alergia experimental”. El término que se emplea mids a
menudo para referirse a esta clase de fenémenos es “hiper-
sensibilidad”. Sin embargo, este término es poco descrip-
tivo pues la nota que mejor caracteriza al fenémeno no es
la exageracién o exaltacién de una sensibilidad, sino mas
bien la adquisicién, por parte del sujeto experimental o del
paciente, de una nueva sensibilidad a un compuesto, 1la-
mado genéricamente antigeno o alergeno. La sensibilidad
pudiera no considerarse como nueva en un sentido estricto,
ya que si el individuo responde haciéndose alérgico, ha de
suponerse que la sensibilidad al antigeno pre-existe en el
organismo de algin modo y en alguna medida, por peque-
fia que ésta sea. Pero la sensibilidad pre-existente es en

# Basado en la Conferencia Magistral del mismo titulo dictada en
las Jornadas Médicas de la Academia, celebradas en enero de 1975.

t Académico numerario. Instituto de Investigaciones Biomédicas.
Universidad Nacional Auténoma de México.
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todo caso subliminal, de suerte que se
manifiesta solo cuando el proceso de aler-
gizacién se pone en marcha en el sujeto
experimental o en el paciente alérgico.

La alergia natural® se caracteriza porque
los pacientes manifiestan una predisposi-
cién genética a adquirir o a desarrollar y
hacer manifiestas, tales sensibilidades a
compuestos ambientales que, por otra par-
te, suelen ser innocuos para los otros in-
dividuos. Esa predisposicién, sin embar-
80, no es el objeto del presente estudio.
Miés bien sc trata aqui de describir y
explicar un modelo experimental de los
mecanismos involucrados en la incitacién
de las reacciones. El modelo que describi-
remos Pucde, por otra parte, tomarse co-
mo vilido en la clinica, pues, corresponde
en muchos aspectos al sistema patolégico
"natural”.

La mayoria de las teorias actuales acer-
ca de la hipersensibilidad o alergia expe-
rimental ** postulan que la interaccién
del antigeno () con el anticuerpo (A)
(interaccién A de aqui en adelante) se
realiza tinicamente en ciertas células efec-
toras primarias o células blanco, en las
cuales se induce, a modo de respuesta, la
liberacién de compuestos activos tales co-
mo la histamina, la serotonina, la acetil-
colina, la sustancia de reaccién lenta, y
otras. Los compuestos asi liberados, co-
nocidos como mediadores farmacoldgicos
se difunden en el seno de los tejidos,
entre los espacios intercelulares y final-
mente, alcanzan los efectores secundarios
a los cuales excitan; dichos efectores se-
cundarios son principalmente el misculo
liso y los vasos capilares.

Hay otras teorias en las que la media-
cién se postula como un fendmeno mas
complejo. Asi por ejemplo segin Keller 8
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la interaccién AA dafia a los leucocitos
obligéndolos a soltar ciertas sustancias t6-
xicas, cuya naturaleza deja sin precisar,
las cuales por su parte inducen Ja libera-
cién de mediadores de la anafilaxia en
las células cebadas, los que a su vez
causan la contraccién muscular.

Entre las teorias de mediacién compleja
podrian incluirse también aquellas que se
denominarian de bioactivacién anafilacti-
ca * o alérgica con la participacién de en-
zimas que realizan sintesis de productos
sumamente activos como son las cininas y
particularmente la bradicinina.®* Entre los
mecanismos de bioactivacién, cabria men-
cionar también el modelo de la anafilo-
toxina. Bste compuesto, cuya existencia se
habia supuesto desde muy antiguo, se ha
identificado recientemente ** con los frag-
mentos €3 y C’5 del complemento, a las
cuales se les conocen efectos muy seme-
jantes a los de la anafilaxia: contraccién
del musculo liso, aumento de la permea-
bilidad vascular, degranulacién de las cé-
lulas cebadas y desprendimiento de hista-
mina.

En el seno de la Academia el autor 1810
se ha referido repetidamente a esas teorfas
para sefialar su insuficiencia; es decir, pa-
ra sefialar que ni cada una de las teorias
por scparado ni todas juntas, explican
otra cosa que ciertos datos experimentales,
dejando de lado muchos otros, muy signi-
ficativos. Pero ahora, muy aparte de una
revisién de esas teorias y sus eriticas, se
tiene el proposito de resumir un conjunto
de datos en apoyo de la teoria de la mem-
brana. Esta, como veremos en seguida, no
niega las teorias anteriores sino las com-
plementa y permite incluirlas dentro de

# En realidad deberia de decirse “anafilaxia”,
pero ¢ uso determina el término.
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un cuerpo de doctrina que es coherente
con los viejos y los nuevos postulados.

Como se sefiald en una revisién histé-
rica del problema,® la teoria de la mem-
brana no es totalmente nueva sino que se
origina de modo independiente con Dale
y Doerr a principios de siglo. Sin embar-
go, por no ser posible, en ese tiempo, no
se la habfa sometido a las pruebas experi-
mentales, no se habian enunciado de un
modo concreto sus mecanismos biofisicos,
y por ende la teoria no habfa alcanzado
aceptacion.

Asi pues, para integrar las teorfas cld-
sicas con la nuestra se resefard inicial-
mente un modelo conceptual al nivel tisu-
lar, y a continuacién se describird otro
modelo conceptual para explicar el llama-
do efecto directo; dicho modelo tiene una
variante que importa mucho: el modelo
alostérico que provee una base bioffsica
2 la teorfa de la membrana. En seguida se
verd el modelo experimental de Schultz-
Dale que, con ciertas variantes, ha ser-
vido a nuestras investigaciones; y por al-
timo se describirin las pruebas experi-
mentales que se han aplicado a fin de
verificar o refutar la teoria de la membra-
na, especificada segln los modelos men-
cionados.

El modelo al nivel tisular

Durante mucho tiempo se consideré a la
anafilaxia, y por implicacién a la alergia,
como un fenémeno sistémico. Se pensaba
que la interaccién AA producia sus efec-
tos en algln tejido u drgano donde se
originaban sustancias téxicas, Estas tlti-
mas, acarreadas por la circulaci6n, ejerce-
rian un efecto dafino a distancia en el
organismo. Es posible que tales fenéme-

ALERGIA EXPERIMENTAL

nos sean ciertos, pero no se discutirin
ahora, Se sabe por seguro, sin embargo,
que la anafilaxia puede producirse en
tejidos o en células aisladas in witro, tales
como el misculo liso,*™ el misculo estria-
do 1% 1 y e] nervio.?® Para explicar to-
dos estos fendmenos se postulan mecanis-
mos directos y mecanismos indirectos. El
mecanismo directo se verifica por la in-
teraccion AA sobre las células que contie-
nen el anticuerpo (A). Si la célula en
cuestion es una célula secretora ésta pro-
duciri secrecidn, si es una fibra muscular
producird contraccion, si es un capilar se
produciran cambios en la permeabilidad,
y asi sucesivamente (fig. 1). El meca-
nismo indirecto, por otra parte, se veri-
fica como una consecuencia de la libera-
cién de productos quimicos, mediadores
farmacoldgicos, que ciertas células llama-
das primarias como son los leucocitos y
células cebadas, producen. Los productos
se difunden luego entre los espacios in-
tercelulares y actilan a cierta distancia en
el seno del tejido sobre las fibras mus-
culares, capilares, etc., ejerciendo ahi una
accién secundaria. Esta tltima es asi mis-
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1 Accidn directa e indirecta del antigeno, en un
animal alergizado.
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mo una respuesta de contraccion, de per-
meabilidad vascular, etc., dependiendo de
la célula que es objeto de los efectos au-
tofarmacoldgicos.

Efecto directo de la alergia
experimental

El modelo minimo consiste en lo siguien-
te:

«) Los anticuerpos, moléculas de in-
munoglobulina, se fijan por medio de su
fragmento F. en sitios especificos de la
membrana plasmética del misculo o de
ciertas células como con los mastocites y
les leucocitos.

b) La membrana estd formada de uni-
dades, cada una de las cuales tienc un
dispositivo valvular para franquear cana-
les al paso de iones (fig. 2). El sistema
es especifico, es decir, Ia apertura de vil-

2 Mecanismo molecular de la accién del antigeno.
El antigeno (A) se combina con el anticuerpo

(A) dando lugar a los agregades. La interaccion
da lugar a un cambio conformacional tanto en A

coma en A. Luego el cambio conformacional se
tranmite a las moléculas estructurales de la mem-
brana (M) todo lo cual resulta en corrientes de
iones (E) como un primer paso en la excitacion
de los tejidos.
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vulas permitird el paso de ciertas especies
idnicas, pero no de otras.”* Hay ciertos
datos que permiten hablar de dispositivos
de translocacién ** ** en lugar de dispo-
sitivos valvulares. El mecanismo de vilvu-
la implica la idea de movimientos i6nicos
impelidos por fuerzas electroquimicas y
de concentracién. El mecanismo de trans-
locaci6n, en cambio, indica el paso de los
iones llevados de un lado a otro mediante
acarreadores ** segin la teoria cinética del
transporte de iones.* Sin embargo para
el propédsito de nuestro modelo los dos
mecanismos pueden tomarse indistinta-
mente como vilidos.

¢) La interaccién AA acthia sobre los
mecanismos valvulares o de translocacién
en cada unidad, de modo que al paso de
los iones, se generan corrientes cléctricas
a través de la membrana.

&) Las corrientes eléctricas que se ge-
neran ponen en marcha un mecanismo de
actividad intracelular, el cual en definitiva
se integra en una respuesta que depende
de la organizacién de la célula de que se
trate; si ésta es muscular dard lugar a la
contraccién; si es un mastocito o lencocito,
dard lugar a la secrecién de hormonas
locales, autacoides como la histamina,

Douglas * basandose en ciertos datos
obtenidos por el autor y sus colaboradores
en el misculo, ha postulado que también
las células secretoras secretan sus produc-
tos inducidas por la interaccion AA.

anto en el musculo como en las células
secretoras, la interaccidn AA induciria la
activacién de la membrana, y ésta a su vez
activaria un sistema intracelular, de con-
traccién o de secrecién, seglin el caso, a
lo largo de un sistema de acoplamiento,
donde el papel del calcio seria funda-
mental.
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Usn modelo alostérico. El modelo des-
crito puede visualizarse como un modelo
alostérico de la membrana *-** en los
siguientes términos: las unidades son pro-
tomeros a cada uno de los cuales se incor-
pora al menos una molécula de inmuno-
globulina, Ja cual actha como unidad para
el recenocimiento estereoespecifico del an-
tigeno (o alergeno). La interaccion AA
da lugar a una deformacién de A; esta
deformacion a su vez determina un cam-
bio conformacional en €] protémero. Cada
cambio conformacional en el protémero,
da lugar, a su vez, a la induccidn de cam-
bios conformacionales en protémeros ve-
cinos, todo lo cual implica un fendmenc
amplificador, El fenémeno idnico valvu-
lar o de translocacion se produce al nivel
de los protdémeros. E1 modelo en su forma
alostérica es muy atil como se verd mds
adelante.

El modelo experimental
de Schultz-Dale

En forma independiente Schultz ** y Da-
le 7 descubieron que el misculo liso aler-
gizado y suspendido in vitro responde con
una contraccion a la accion del antigeno
afiadido al bafio. En seguida se describen
los pasos esenciales de esos expetimentos,
pues, como veremos, el modelo experi-
mental sigue siendo muy 1til en los estu-
dios de alergia. El modelo consiste en lo
siguiente:

«) Administrar al animal, generalmen-
te cobayo, un antigeno (compuesto ma-
cromolecular que suele ser proteinico o
pelisacaridico) en inyecciones subcutineas
repetidas a lo largo de varios dias.

#) Dejar pasar un plazo de aproxima-
damente una o dos semanas.

ALERGIA EXPERIMENTAL

5 Dispositivo experimental: un vaso de doble
pared entre las que circula agua a C. En la
cdmara interior se encuentra una solucién electro-
litica amortiguada, la cual bafia un fragmento de
musculo liso conectado a un transductor mecano-
eléctrico.

¢) Matar al animal y perfundir el sis-
tema arterial con una solucién electrolitica
amortiguada con el fin de lavarlo de la
sangre contenida en el sistema circulato-
rio.

d) Tomar del animal un fragmente de
mutsculo liso (dtero, intestino, anillo tra-
queal, etc.) y suspenderlo 7z #itro bafiado
por una solucién electrolitica amortigua-
da, conectindolo a un dispositivo para el
registro de las contracciones musculares
(fig. 3).

¢) Afiadir Jas dosis de los compuestos
activos como son la histamina, la acetilco-
lina u otros y la dosis de antigeno, a fin
de registrar las respuestas de contraccién
(fig. 4).

El modelo experimental de Schultz-
Dale tiene algunas variantes con respecto
a la técnica que se utiliza para la sensibi-
lizacién o alergizacidn. Por una parte estd
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4 Respuestas de misculos lisos alergizados por
via activa: ttero (A), vesicula seminal (B), ileon
terminal (C), tira de aorta (D), anillo traqueal
(E) y musculo diafragma denervado (F). Resul-
tados inéditos de Olmedo y Alonso de Florida.

la alergizacion activa, que como quedd
dicho consiste en la administracién repe-
tida del antigeno; este procedimiento da
lugar a la produccién de anticuerpes por
el organismo y a su ulterior fijacién en
diversas células. Pero, puede también re-
currirse a alergizar los animales mediante
la inyeccién intravenosa de antisueros o
productos purificados de inmunoglobuli-
nas, técnica que se conoce como alergiza-
cibn pasiva in vivo; o bien alergizar a los
tejidos ## witro incubdndolos con las in-
munoglobulinas a concentraciones varia-
bles: alergizacidn pasiva in vitro. Por otra
parte, el modelo experimental de Schultz-
Dale ha sido extendido por el autor y su
grupo para abarcar otros tejidos como son
el misculo estriado y el nervio, (Ver mds
adelante. )

Efecto del antigeno aplicado
a sitios restringidos sobre
la superficie celular

La primera consecuencia de la teotia ge-
neral que el autor y su grupo de trabajo
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sometieron al andlisis experimental, fue
que el antigeno ejerce una accién despo-
larizante en la membrana de las fibras
musculares. Se acepta como un conoci-
miento clisico de la fisiologia ** que la
membrana tiene una diferencia de poten-
cial eléctrico entre el interior y el exterior,
la cual se debe a la disparidad de la per-
meabilidad a los iones y a la accidn de
sistemas enzimdticos como es la bomba
de sodio encargada de extraer sodio del
interior hacia el exterior de la célula. La
despolarizacidn nd ¢és otra cosa que la dis-
minucién, desaparicién, o aun reversion,
de dicha diferencia de potencial que se
produce como consecuencia del paso de
los iones a lo largo de los canales que se
franquean como resultados de la interac-
cién AA. Puede ser también, efecto de Ia
translocacién de los iones a través de
la membrana.

En el estudio experimental se utilizo el
diafragma denervado del cobayo alergi-
zado, pues ya se habia comprobado ante-
riormente # ** que este misculo se com-
porta en mucho como €] misculo liso del
modelo clisico, por lo que a la reaccién
alérgica #n wvitro y a los efectos farmaco-
légicos se refiere (fig. 5). Asi las tiras
de diafragma denervado: ) despliegan
actividad contrictil espontinea y ritmica,
y despliegan tono; &) son sensibles a la
histamina; ¢) son sensibles a la acetilcoli-
na; &) cuando provienen de animales
alergizados, son sensibles al antigeno es-
pecifico, y a las proteinas antigénicas re-
lacionadas estructuralmente; ¢) tanto la
sensibilidad al antigeno, como la sensibi-
lidad a las drogas, se reducen después de
la activacién dando lugar a una etapa de-
nominada periodo de refractaridad; ) la
sensibilidad se recupera lentamente a lo
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largo de un proceso llamado resensibiliza-
cién; y g) la curva dosis respuesta al an-
tigeno tiene la caracterfstica forma de
campana, con un maximo entre 30 y 100
ug./ml., de concentracién finzl en el ba-
fio.

e

I
=

6 Registros intracelulares in witro del potencial
de membrana del musculo diafragma denervado.
Al abrir la vilvula, el antigeno difunde en la so-
lucién electrolitica que bada el musculo. Los re-
gistros 4, b y ¢ corresponden a distancias cada vez
menores de la microvalvula a la fibra muscular,
al momento de soltar el antigeno {avealbimina).
Se nota que la magnitud de la despolarizacién au-
menta a medida que se acorta la distancia de la
pipeta al sitio de registro; calibraciones: 10 mV,
1 seg. Los registros 4 y ¢ son ¢l resultado de
una secuencia de descargas de antigeno (ovoalbi-
mina) a tiempos regulares; calibraciones: 5 mV,
6 seg.; se nota la desensibilizacién progresiva.
En f se administran pulsos al interior de la fibra
y al mismo tiempo se administra una descarga,
de antigeno (deshidrogenasa lictica) ; véase cémo
la despolarizacién se corresponde con un cambio
de impedancia, la cual se mide por la disminu-
cion en la amplitud de los pulsos registrados.
Finalmente en g se muestran tres caminos posi-
bles 1, 2 y 3 del antigeno difundido; en el texto
se discute porqué 2 es el més factible en estos
caminos.”

ALERGIA EXPERIMENTAL
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5 Diafragma denervado alergizade contra ovoal-
bimina. Cada punto en el trazo significa el mo-
mento de afadir un compuesto activo; a veces se
dieron dos compuestos activps en sucesion sin lavar
la preparacién (trazos sin interrupcién). Asi («)
ovoalbimina (100 pg./ml) e histamina (3 pg./
ml.); () 60 minutos después de («), histamina
3 pg./ml; (¢) ovoalbtimina (100 pg./ml.) apli-
cada 60 minutos después de (&) e histamina (3
pg/ml); (4) ovoalbimina 15 minutos después
de (¢); (¢) ovoalbimina 100 pg./ml. 60 minutos
después de (4) e histamina (3 pg/ml); (f)
acetileolina (3 pg./ml.); esta Gltima da lugar 2
una contraccién seguida de una relajacion; (g)
actividad ritmica del misculo denervade que apa-
rece ocasionalmente, (Tomado de Alonso de Flo-
rida y col™)

El gran calibse de las fibras musculates
que componen esas preparaciones las hacen
muy apropiadas para las técnicas electro-
fisiolbgicas.** Estas consistieron en aplicar
el antigeno por medio de una microvélvu-
la o micropipeta de vidrio, cuya emboca-
dura, muy pequefia (5 p a 10 ), podia
abrirse o cerrarse mediante un émbolo
que se aproximaba o retiraba mediante
un electroimén. La microvalvula fue idea-
da y construida especialmente para reali-
zar estos experimentos.®® Las respuestas
eléctricas de la membrana se registraron
con la técnica convencional de microelec-
trodos de vidrio. Los resultados mostraron
(fig. 6) que tanto la amplitud como el
curso temporal de la despolarizacién que
se producia al descargar un volumen de la
solucion interior de la pipeta en el liquido
ambiente de la preparacién, dependian
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de la distancia entre la punta de la mi-
crovilvala y la superficie celular en el
sitio de implantacion del microelectrodo,
Las distancias mayores daban por resul-
tado menores amplitudes y ciclos de des-
polarizacién-repolarizacién mds lentos, lo
cual verosimilmente reflejaba mayores
distancias en que Ia protefna tenfa que
difundirse antes de alcanzar la fibra.
Por otra parte, la superficie de la fibra
no mostrd sitios especialmente sensitivos
al antigeno, sino que su sensibilidad fue
uniforme, Por consiguiente parece vilido
concluir, que el efecto del antigeno se
ejerce directamente sobre la fibra mus-
cular denervada, ya que de actuar en las
células cebadas, éstas deberian haberse
destacado como sitios de sensibilidad ex-
quisita al antigeno.

Cambior en la resistencia de la wem-
brana. Otros experimentos ** realizados
también en las fibras del musculo dia-
fragma denervado y alergizado se destina-
ron a estudiar los cambios de impedancia
que la teorfa preve en el sistema, segiin
corresponde al modelo en que los anti-
cuerpos actian como dispositivos capaces
de activar vilvulas que abren o cierran
poros de canales al paso de iones de deter-
minada clase, o que verifican translocacio-
nes, Los resultados, en efecto, demostra-
ron que el antigeno induce la caida brusca
de la resistencia, hasta alcanzar un valor
muy pequefio, comparable a un cortocir-
cuito, Utilizando un microelectrodo para
inyectar cotriente al interior de la fibra,
se midié la amplitud de los pulsos re-
gistrados en el exterior, los cuales se
consideraron como una funcién de la re-
sistencia eléctrica existente a través de la
membrana de la fibra. La disminucitn
de la resistencia fue, segin los resultados,
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concomitante con los cambios de polari-
dad (fig. 6).

Alergia experimental del musculo
en ausencia de nervios

Los estudios anteriores efectuados en el
muisculo denervado, demostraron de paso
que la anafilaxia puede darse en la ausen-
cia de nervios. La conclusién aungque ne-
gativa tiene importancia pues Ginger y
Alpers * habian dado una serie de datos
farmacolégicos de bloqueo de la transmi-
sidn sindptica que tendian a sustanciar la
idea de que la accién del antigeno se ejer-
cia sobre el 'mticuerpo anclado a las ter-
minaciones nerviosas, y que asi la interac-
cibn AA estimularia la produccién del
neurotransmisor, y que éste, en fin, acti-
varia al misculo. La anafilaxia del miiscu-
lo sin la participacién de los nervios, se
comprobé asi mismo en los experimentos
de Dale y Zilletti * quienes demostraron
que la tetrodotoxina no tiene ningin
efecto manifiesto de bloqueo de la reac-
cién anafilictica en el ileon del cobayo
alergizado.

Ahora bien, no obstante que la anafi-
laxia del misculo se produce en ausencia
de nervios, los nervios padrian participar
mediante el mecanismo que proponen
Ginger y Alpers, y entonces superponerse
al efecto directo sobre el musculo liso.
Mis adelante se relatan, en efecto, expe-
rimentos ** que demuestran la respuesta
anafilactica de los nervios.

La alergia experimental del nervio. Si
los aut:cuerpos s€ comportan como d:spo—
sitivos de la excitacién, tal efecto podria
observarse como de hecho se ha observado
no solamente en masculo liso, sino tam-
bién en otros tejidos excitables, como es el
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nervio. El efecto en el nervio tiene €] in-
terés de que el sistema es relativamente
sencillo, y que en general es insensible o
escasamente sensible al efecto de hormo-
nas locales.* ** Por otra parte tiene el
interés, como ya se menciond en el pérrafo
anterior, de que el nervio se supone invo-
lucrado en las respuestas anafilacticas del
musculo, atribuyéndole el papel de sitio
primario de la interaccién del antigeno
con el anticuerpo.®”

Los estudios se realizaton en el nervio
frénico aislado del cobayo (fig. 7). Se
midieron los cambios de potencial de de-
marcacién que resultan de exponer al
antigeno Jos nervios obtenidos de anima-
les alergizados. Las respuestas consistieron
tanto en deflexiones positivas como ne-
gativas, Cuando el antigeno se aplic6 en
ocasiones sucesivas, lavando entre dos
aplicaciones sucesivas, la preparacién mos-
tré desensibilidad parcial o totalmente.
Asi pues los resultados se avienen a la
idea central de este trabajo, de que los
anticuerpos son dispositivos que se unen
a la membrana plasmética y que efectdan
un mecanismo valvular iénico, o translo-
cacién ibnica y que, como consecuencia, se
establecen corrientes eléctricas, las cuales
dan Iugar a Ja excitacién intracelular.

Lz relajacidn alérgica. La teoria de que
los anticuerpos al interaccionar con el an-
tigeno determinan un mecanismo de per-
meabilidad de canales a las corrientes i6-
nicas, 0 que propician la translocacién de
iones de uno a otro lado de la membrana,
tiene una importante consecuencia. Esta
es que, en determinadas circunstancias,
deberian observarse, no ya los mecanismos
de excitacién celular reflejados por un
fendmeno de contraccidn, sino los meca-
nismos de inhibicién celular reflejados
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7 La respuesta anafilictica del nervio. Arriba. EL
nervio frénico » se coloca en el dispositive, pasa a
través de una perforacién que se encuentra en el
tabique divisor v que comunica el compartimiento
¢ que es una cdmara hiimeda (normalmente tapada
con un portaobjetos), en la que circula solucién
electrolitica. Esta tltima se alimenta por 7, luego
bafia el nervio y finalmente sale por a. El potencial
de membrana se registré mediante dos electrados .
Abajo. Se ilustra los efectos de dos dosis consecu-
tivas de alblimina humana (100 pg./ml.): res-
pectivamente HSAI y HSA2. El registro R es de
contral. (Tomads de Ninomiya y col™)

como relajacién muscular. El comporta-
miento dualistico de la reaccién anafi-
lactica, de hecho, pudo observarse ** en
los anillos traqueales de cobayos super-
alergizados; es decir, en los anillos tra-
queales de animales preparados mediante
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8 Relajacién alérgica experimental. Se registraron
las respuestas de tensién de un anillo traqueal ob-
tenido de un cobayo hiperalergizado mediante la
administracién durante tiempos muy prolongados,
meses, del antigeno (seroalbimina humana) mez-
clade con adyuvantes, De arriba a abajo la con-
centracion de los productos activos fue: histamina,
10 ng./ml.; antigeno (primera dosis), 50 pg./ml.;
antigeno (segunda dosis), 50 pg./ml. Notese la
respuesta bifdsica a la primera dosis de antigeno, y
la relajacién como respuesta a la segunda dosis de
antigeno. (Tomado de Alenso de Florida y Cor-
doba™)

inyecciones repetidas de antigenos con
adyuvantes 2 o largo de periodos prolon-
gados. En esas circunstancias, la reaccién
consistié en una respuesta bifdsica (fig.
8): una pequefa relajacién seguida de
una contraccién. Después de lavar, una
segunda dosis del antigeno dio lugar, co-
mo una regla, a una marcada relajacion.

Refutacion del efecto alérgico
directo en misculo

Recientemente Dale y Zilletti ** estudia-
ron la distribucién de células cebadas en
el misculo longitudinal del ileon, deter-
minarcn su contenido en histamina y la
liberacién de la misma en la anafilaxia del
tejido., Encontraron que el misculo longi-
tudinal tratado con octalamina a la con-
centracién de 10 pg./ml, durante un mi-
nuto, reduce la cuenta de mastocitos en 95
a 100 por ciento, lo cual reduce la reaccién
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anafildctica a todas las dosis de antigeno;
y que esto acontecid a despecho de que el
miisculo conserva su capacidad de res-
puesta a pequefas dosis de histamina y de
otros mediadores de la anafilaxia. Por
consiguiente los datos de Dale y Zilletti
parecen contradecir nuestro modelo de la
accién directa del antigeno; cuando menos
por lo que a la aplicacién del modelo al
musculo liso se refiere. Pero si Dale y
Zilletti tienen razdén, ha de asumirse el
argumento de que el antigeno aplicado
en microdosis sobre las preparaciones de
diafragma denervado, haciendo uso de la
microvilvula, alcanza tanto a las fibras
musculares como a las células cebadas que
se encuentran en la superficie, pero
que tnicamente activa a estas ultimas.
Habria entonces que presupener Ja exis-
tencia de una densidad de mastocitos muy
numerosa; la suficiente como para que los
efectos se manifestasen uniformemente en
toda la superficie; es decir, habria que
suponer que cada descarga de antigeno
alcanzaria al menos un mastocito en sufi-
ciente concentracién como para incitarlo
a desprenderse de su histamina o de otro
mediador farmacoldgico de la anafilaxia.

Efectos en iejidos alergizados y despro-
vistos de muastocitos. El supuesto de un
efecto indirecto, como lo sostienen Dale y
Zilletti segin se explica en el pirrafo
anterior, parece mal basado; para decla-
rarlo valido habria que comprobar una
muy elevada densidad de mastocitos. No
obstante, y en vista de esas objeciones, la
teorfa de la accién directa se sometié a
una prueba experimental sumamente ri-
gurosa, consistente en desproveer a las
preparaciones de sus mastocitos, no me-
diante la accién de firmacos, sino por
medio de la micromanipulacién.®* Esta
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9 Diagramas de dispersion de los
potenciales de membrana en el
misculo cremédster. Cada punto
del diagrama corresponde a una
medicion del potencial de mem-
brana. A los tiempos marcados
por las flechas se administré:
Ach, acetilcolina 10 pg./mls H,
histamina 10 pg./ml; BSA1,

BSA2 y BSA3 dosis sucesivas del
antigeno, 10 ug./ml; KCl solu-
cién isotonica de cloruro de po-
tasio a fin de producir la despo-
larizacion total de la fibra, Ob-
sérvese la despolarizacion que se
preduce como respuesta a los va-

rios compuestos administrados; la sof ¥ .
histamina es, sin embargo, ine- is Tyies
fectiva. (Resultados inéditos de 5 .

Ninomiya y Alonso de Florida.) -

vez se utilizé el musculo creméster extir-
pado de cobayos machos alergizados acti-
vamente, Previamente se habia demostra-
do, por el mismo grupo, que ese misculo
responde 77 witro con contracciones muy
vigotosas a dosis relativamente bajas del
antigeno especifico. El miisculo cremaster,
por otra parte, esti formado de fibras
musculares mas anchas aun que las del
misculo diafragma denervado, unas 100 p
de ancho, y por consiguiente es muy 1til
para los estudios de electrofisiologia. La
estructura del misculo se presta para di-
secar bandeletas que contienen una sola
capa de fibras, asi que la preparacion
puede examinarse bajo microscopio con
contraste de fase e identificar, amén de
las fibras musculares, los mastocitos u
otras células de origen sanguineo. Una vez
que los mastocitos se han identificado,
pueden eliminarse por micromanipulacién
sotbiéndolos en micropipetas de vidrio.
Ninomiya # ha demostrado por medio de
estudios farmacolégicos la existencia de fi-
bras musculares lisas en el cremister pero
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é&stas se encuentran en una lamina de
tejido conjuntivo denso por fuera de la
lamina de fibras musculares estriadas, de
modo que las primeras quedan eliminadas
de las preparaciones, mediante la extirpa-
cién de la ldmina de tejido conectivo.®

Los experimentos electrofisioldgicos *'
consistieron en (fig. 9) introducir a tiem-
pos mas o menos regulares, cada vez en
un sitio distinto de la preparacién, un
microelectrodo, de modo de obtener, fo-
tografidndolo de la pantalla de un osci-
loscopio, el valor del potencial de mem-
brana. Segiin este procedimiento se barria,
por asi decirlo, cierta drea de la fibra
muscular, antes y después de administrar
el antigeno, y otras sustancias activas, co-
mo la histamina, el cloruro de potasio, la
acetilcolina, o una soluci6n isoténica.

Los resultados demostraron que el po-
tencial de membrana en reposo varia en
respuesta al antigeno, a la acetilcolina, a
Ia histamina, y 2 la solucién de cloruro de
potasio. Esta Gltima, como es sabido, pro-
duce la méxima despolarizacién que es
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posible. La respuesta al antigeno se obtu-
vo Unicamente en las preparaciones obte-
nidas de los animales alergizados como
era de esperarse segin el modelo, Ade-
mis el antigeno aplicado en dosis sucesi-
vas, lavanda la preparacién entre cada
dosis, demostrd la desensibilizacién del
tejido ya que la respuesta disminuia, o se
abolia del todo, con las dosis sucesivas.
Per consiguiente, estos resultados confir-
man el postulado de que el antigeno actia
en las fibras musculares sin la necesaria
intervencién de las células cebadas; vero-
similmente en virtud de la interaccién con
el anticuerpo situado en la superficie de
las mismas fibras musculares.

Localizacion por fluoresceina de los
agregados de antigeno-anticuerpo. Los es-
tudios anteriores corroboran la teoria de
que las proteinas antigénicas ejercen un
efecto directo en las propiedades de la
membrana celular de las células muscula-
res alergizadas, Como consecuencia de este
efecto los anticuerpos se encontrarfan en
esa misma superficie y aplicando las téc-
nicas de fluorescencia podtian ser visua-
lizados. La siguiente etapa * de la inves-
tigacién fue determinar la presencia de
esos anticuerpos mediante las técnicas
de fluorescencia como enseguida se ex-
plica.

Como en los experimentos anteriores,
se utilizé el masculo creméster del cobayo

10 Corte por congelacién de cremdster alergizado
contra albimina humana y luego tratado con fluo-
resceina-albmina-humana. En A, se muestra la
imagen que se produce bajo el efecto del contraste
de fase; notense las fibras musculares cortadas de
través y algunos de los elementos del tejido co-
nectiva que las rodea. En B, imagen fluorescente
que se produce bajo el efecto de la luz ultravio-
leta; nitese cémo se dibujan las figuras de las
fibras y las elementos del tejido conective 40 X.
(Resultados inéditos de Gutiérrez-Lopez y Alonso
de Florida.)
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alergizado. Una serie experimental se lle-
v6 a cabo en las preparaciones obtenidas
por microdiseccion como en los estudios
referidos en el pdrrafo anterior. Estas
preparacicnes mostraron, aparte de su uti-
lidad para los estudios electrofisiol6gicos,
ser muy convenientes en los estudios de
fluorescencia. El antigeno se marcé con
isotiocianato de fluoresceina. Luego las
preparaciones se expusieron al antigeno-
flueresceina a concentraciones adecuadas
durante una hora, En seguida se lavaron
concienzudamente y por altimo, se obser-
varon en el microscopio con luz ultravio-
leta. Los resultados revelaron que los es-
pacios intersticiales, entre dos fibras, apa-
recen mis brillantes que las dreas restantes
en el tejido. Los primeros resultados que
se ilustran en la figura 10 demuestran
que la fluorescencia aparece cubriendo las
fibras musculares. Otros resultados se pu-
blicarin posteriormente peto se confirma
que un trasfondo verde, es bien aparente
correspondiendo con las fibras muscula-
res, Ademds se mostrard que en los espa-
cios intersticiales se destacan parches atn
més brillantes, que con ayuda del con-
traste de fase, pueden identificarse como
fibroblastos del tejido conjuntivo, y que
las células cebadas se pueden identificar
como cuerpos sumamente brillantes. Por
supuesto que dieron resultados negativos
tanto las preparaciones obtenidas de ani-
males no alergizados, como aquellas obte-
nidas de animales alergizados, pero que
habfan sido tratados previamente con an-
tigeno desprovisto de fluoresceina. Es
claro, por consiguiente, que el antigeno
se unia de modo especifico a los anticuer-
pos localizados en los espacios intersti-
ciales y al tejido conjuntivo del mésculo.
La significacién de estos experimentos
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considerados conjuntamente con los ante-
riores se discute a continuacién.

La reaccién alérgica y el concepto
de membrana

Todas las observaciones corroboran la teo-
ria de que los antigenos ejercen su efecto
alterando las propiedades de permeabili-
dad de la membrana de las células aler-
gizadas, y que la accién se inicia por la
combinacién del antigeno con el anticuer-
po en la superficie de las fibras muscu-
lares. En ese sentido nuestros experimen-
tos le dan una dimensién biofisica a la
postulacion original de Dale y Doerr, pero
los anticuerpos se encontraron en el tejido
conectivo y no en la membrana propia-
mente dicha. Si hubiera aparecido ahi
donde se conoce un limite de la fibra
muscular, es decir en la fina capa de
lipidos y proteina, la fluorescencia deberia
haberse reflejado como una linea verde
uniforme limitando la imagen de cada
fibra muscular. En lugar de esa imagen
se encontré la fluorescencia del tejido
conectivo, destacindose los elementos for-
mados y la sustancia fundamental que
aparece difusa rodeando las fibras,
Ahora bien, pueden distinguirse en
realidad dos interpretaciones del término
membrana. Una interpretacion es estruc-
tural, es decir se infiere de datos como la
microscopia de Juz o electronica; la otra
es funcional. La teorfa postula que una y
la otra deben de corresponder, pero nues-
tros resultados introducen un elemento de
discrepancia que no es desdefiable. A fin
de salvar esa discrepancia nuestros expe-
rimentos se han encaminado ahora a in-
dagar el papel de los anticuerpos como
dispositivos que al interaccionar con el
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antigeno, dan lugar a modificaciones del
tejido conectivo, en particular Ja sustancia
fundamental del mesénquima, y de ese
modo alterar el intercambio electrolitico
y acuoso entre €l interior y el exterior de
las células musculares. De ser asi, la mem-
brana desde un punto de vista funcional
serfa la atmésfera de tejido conjuntivo
amorfo (sustancia fundamental) que ro-
dea las fibras musculares y otras células.
El control de la permeabilidad de esa
membrana se haria sobre los polimeros
de hexosaminas modificando verosimil-
mente el intercambio acuoso, Los fibro-
blastos y otras células secretan productos
capaces de afectar esa polimerizacién y
consecuentemente el equilibrio acuoso e
i6nico de los liquidos intersticial e intra-
celular.
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MAS SOBRE EL ABSCESO HEPATICO

El tratamiento de las supuraciones hepaticas, varia segin la forma
que afectan. .. el del gran absceso, es enteramente quirlirgico y ape-
nas diagnosticado, es imprescindible la necesidad de operarlo. Los
principios de la llamada operacién del absceso, han sido formulados
entre nosotros y su terapéutica formada desde antes del periodo anti-
séptico... A los nombres de Recamier, MacLean y Murray, opone-
mos el del memorable Dr. Jiménez. .. Sobre un hecho si, me permito
Hamar la atencién de mi honorable auditorio, la prictica de la pun-
cion llamada exploradora, préctica ciega, que en la mayorfa de los
casos confirma el diagnostico, y por consiguiente prucha lo innecesa-
rio de su ejecucién. Hay mds, basta recordar las veces que el higada
se nos escapaba cuando no nos habfan ensefiado a fijarlo, para com-
prender el cambio de relaciones que la puncién produciré en el érga-
no y la dificultad que esto pueda ocasionar, siempre que la operacién
no siga de cerca a la investigacion. (Ignacio Prieto: Colecciones supn-
radas del higado, Gac. MEp, MEx, Tome VI, tercera serie, pp. 121-
132, abril de 1911.)





