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I. INTRODUCCION Vv ANTECEDENTES

La resolucién de manera aceptable del probléma de la valo-
racién de sustancias de accién antihelmintica atrae con bastante
frecuencia la atencién de los investigadores.

Los métodos biolégicos més frecuentemente seguidos pue-
den ser reunidos de una manera general en tres amplios apar-
tados :

1. Métodos wint vitron, entre los que pueden contarse los que
numeran los animales reactivos que mueren cuando se introdu-
cen en soluciones de la sustancia a estudiar (en relacién con los
que en el mismo tiempo permanecen vivos), y aquellos otros que
hacen el registro grifico de las contracciones ide un animal espe-
cialmente elegido para ello. En estos segundos pueden ser utili-
zados animales parésitos (Ascaris lumbricoides) o bien anima-
les de vida libre (Lumbricus terrestris}, segtn los autores.

2. Métodos «in vivon, en animales.—Ia técnica mas usual-
mente seguida en estos casos consiste en disponer de animales
espontinea o experimentalmente infestados por helmintos, ad-
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ministrarles la sustancia de estudios en la forma y cantidad con-
veniente, recoger cuantos pardsitos son expulsados (con o sin
ayuda de purgante subsiguiente), sacrificar el animal y hacer
recuento de los parisitos gue afin le restan sin expulsar, y de-
ducir de ambos nfimeros el grado de eficacia del producto. Asf se
han utilizado perros parasitados por Ancylostoma caninuym ; ta-
tas con Nippostrongylus muris e Hymenolepis diminuta, etcéte-
ra, etc.

3. Métddos «in vivon, en el hombre.—El criterio seguido
siempre en este tipe de estudios es el de «dosis-curaciénn, con
todas las posibles variantes aportadas por los diferentes experi-
mentadores.

Es indudable que, desde un punto de vista tebrico y defini-

tivo, los métodos del iltimo grupo son los que, cuarddo se trata
de una nueva sustancia en estudio, han de decir la altima pala-
bra en medicina humana. Pero estos métodos no siempre son fac-
tibles, ni deben ser empleados desde un principio, sino gue son
precedidos de estudios llevados a efecto por métodos incluidos en
el primero y segundo apartado.

Desde otro punto de vista resulta que el empleo de animales
de experimentacién, aparte de ser método entretenido, costoso y
lento, adolece del inconveniente, cuando de sustancias destina-
das a la medicina humana se trata, de no contrastar su eficacia
frente al parisito humano sino frente a cualguier otro parisito
del animal de experimentacién utilizado.

Este filtimo inconveniente lo presentan también generalmen-
te los ensayos «in vitron ; pero, en compensacién, son méas rapi-
dos, mis objetivos, menos engorrosos, y mucho méis econdmi-
cos de realizar.

Realmente, antes de decidir sobre la eficacia y caracteristi-
cas de cualguier sustancia antihelmintica en estudio, suelen ser
empleados una variedad de métodos diversos que comprenden las
tres modalidades descritas, pero comenzando habitualmente por
los ensayos «in vitron. De la orientacién aportada por éstos se
deduce ¢l camino posterior a seguir, por lo que un buen método
«in vitron representa un hallazgo importante, tanto por las con-
secuencias derivadas directamente de su puesta a punto, como
por su aplicacién a problemas précticos farmacolégicos y para-
sitolbgicos.

De todos los métodos que hemos llamado «in vitro», aquellos
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que recogen gréificamente los movimientos del animal reactivo
antes y después de ser sometido al anhihelmintico, es decir, los
de uregistro graficon, son los que nos parecen més objetivos y més
eficaces, siempre que a su vez la eleccién del ureactivon vivo sea
acertada, pues éste debe reunir una serie de particularidades sin
las cuales no es utilizable. Entre ellas podemos citar : que sean
sus respuestas constantes y conocidas en las condiciones habitua-
les de trabajo; que sea de un grupo zooldgico préximo o igual
a] de los helmintos ; que sea de vida aniloga a éstos (es decir,
que sea parasito) y con localizacién semejante ; que sea facil de
adquirir, conservar y manejar.

Por las razones que més adelante puntualizaremos, el nema-
tode Ascaridia galli, parésito intestina] muy frecuente en las
aves de corral, reine en proporcién singular las caracteristicas
exigidas, por lo que nos parecié interesante dedicar un estudio
detenido a las posibilidades que esta especie tendria como ami-
wmal reactivo en el estudio *’tn vitro’” mediante regisivo grdfico
de las sustancias antihelminiicas.

El uso de helmintos de vida libre o ectoparésitos (lombriz de
tierra, sanguijuela) para el método de registro gréfico era prac-
ticado por algunos autores desde principios de siglo (Straub,
1902 ; Trendelenburg, 1915 ; Schulemann, 1920 ; Finer, 1911,
etc.) ; pero el empleo de gusanos parisitos intestinales con el
mismo fin ha sido menos frecuente, sin duda por las dificulta-
des inherentes a su obtencién y conservacién en buenas condi-
ciones bioldgicas.

Parece ser que las primeras tentativas regladas y sistemati-
¢as para el registro grifico con helmintos parasitos se deben a
Trendelenburg, guien utilizd segmentos de Ascaris lumbricoi-
des despojados de su cubierta cuticular externa ; si hien o to-
dos los preparados asi obtenidos resultaban sensibles a las sus-
tancias que actfian sobre la musculatura de los vermesn.

Toscano Rico (1926), utiliza segmentos de Ascaris lumbti-
coides del cerdo de unos 3 cms. de longitud tomados de diferen-
tes partes del gusano, haciendo resaltar que la eleccibn no es
indiferente, prefiriéndose la regién anterior que lleva «la cabe-
zan del gusano.

Este mismo autor, en colaboracién con Rebello y Gomes da
Costa, publica una serie de trabajos en los que se dan cuenta de
los resultados obtenidos por el métode de registro grafico utili-
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zando como animales reactivos Teitia serrata (=T. pisiformis),
Dypilidium caninum, Macracanthorhynchus hirudinaceus, As-
caris lumbricoides (del cerdo) v Ancylostoma brasiliensis, sobre
los que hacian actuar una variada serie de sustancias antihelmin-
ticas. (Afios de 1926 a 1933).

Los trabajos de G. Ettish y S. F. Gémez da Costa (1937)
utilizando liguido oleoso como medio de perfusién, para facilitar
la disolucién de la mayoria de los antihelminticos, pueden con-
siderarse como continuacién de los de la misma escuela portu-
guesa en lo que concierne a la técnica de registro gréfico.

En el afio 1947, Armijo de Valenzuela realiza estudios por
el método de la escuela portuguesa de registro grifico, emplean-
do porciones anteriores de Ascaris lumbricoides del cerdo.

Otro autor gue sigue en sus estudios sistema anilogo fue
Baldwin en 1948, pero haciendo un preparado neuro muscular
de Ascaris lummricoides; método que suma la dificultad inhe-
rente a un delicado modo de conseguir el preparado.

Mackie y Parnell, 1955 ; Goodwin, 1956, etc., han utilizado,
entre otros, las técnicas de registro grafico, empleando A4 scaris
lumbricoides. '

En ninguno de los trabajos consultados se hace mencién del
uso de Ascaridia galli como animal reactivo para esta técnica ni
de las caracteristicas que dicho parasito presenta a estos fines.

II. MATERIAL, ¥ METODOS

El pardsito.—A continunacién vamos a describir de una ma-
nera hreve las caracteristicas morfologicas del parédsito, que mas
interesan al fin que lo utilizamos, los motivos de su eleccién y
la técnica de su recoleccién y montaje.

Siguiendo la clasificacién de Morgan B. B. y Hawkins P.
A. (1953), la localizacién taxondmica de la especie de nematode
pardsito, Ascaridia galli, elegida por nosotros como animal reac-
tivo, es la siguiente :

Phylum. . . . . . . . NEMATHELMINTHES
Clase. . . . ., . . . . NEMATODA
Sub-clase. . . . ., . . PHASMIDrA

Orden . . . . . . . . Rhabditida

Sub-~orden . . . . , , Ascaridina

Super - familia . . Ascaridoidea

Familia. ., . . . . . . Ascarididae

Género. . . . . . . . Ascaridia

Especie. . . . . . Ascaridia galli (Scharank, 1788)
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Es un nematode de tamafio relativamente grande, aunque
més pequeiio que otras especies, como A. lumbricoides y A. Tum-
bricoides war. suum, que han sido anteriormente utilizados en
estudios similares. Los machos de 4. galli alcanzan una longi-
tud de 30-60 mm., mientras que la hembra puede oscilar entre
50-120 mm. Su didmetro miximo, en machos y hembras, es de
1-2 mm. Su forma es fusiforme, con el didmetro mavor hacia
la mitad de su longitud, adelgazdndose paulatinamente hacia
ambos extremos. Su seccibén, en cualquier punto de la longitud,
es circular,

Como en todos los nematodes, la musculatura principal, la
més poderosa (aparte de algunos elementos musculares viscera-
les), se halla en la pared del cuerpo, formando la capa méis in-
terna de la misma, en intimo contacto y estrechamente unida a
los tejidos del hipodermo, que a su vez lo estid con la cuticula,
capa acelular continua, constituida por escleroproteinas, que for-
ma la superficie més externa del gusano.

La cuticula esti finamente estriada transversalmente. Estas
estrias representan zonas transversas de maximo y minimo es-
pesor, alternativamente dispuestas, lo que presta una gran fa-
cultad de alargamiento y acortamiento de la longitud total del
animal a impulso de las contracciones y relajaciones de la capa
muscular subyacente.

Como muchas especies pertenecientes a la familia Ascaridi-
dae es polimiaria, es decir, presenta células musculares abun-
dantes y prominentes dentro de la cavidad corporal, a lo largo
‘de la longitud del cuerpo y comprendidas entre los cuatro cor-
dones longitudinales. Esta musculatura sencilla, pero relativa-
mente enérgica, es la que hace que esta especie sea apta para el
sistema de registro grifico adaptado.

La musculatura somética de estos nematodes no es compa-
rable a la de los vertebrados. En primer lugar, no constituyen
largas fibras en haces musculares, sino que més bien aparecen
como células aisladas contrictiles e independientes, pero sélo en
apariencia, pues el sarcoplasma de las mismas, al menos de cier-
to niimero de ellas, emite procesos que las relacionan funcional-
mente entre si. Se han descrito también redes de fibrillas, pro-
bablemente de funcién conductora, que también relacionan las
células musculares. '

Un hecho curioso de las células musculares de los nematodes
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parece ser que, al contrario de otros animales, estas células pre-
scntan procesos que se extienden hasta los nervios motores (cuyo
recorrido es paralelo a la extensién de la musculatura) en lugar
de ser fibras nerviosas las que, partiendo de los nervios, se diri-
gen a los mfisculos.

Esta anatomia, someramente descrita y no muy bien pun-
tualizada por los autores que se ocuparon de este tema, explica
los resultados de una parte de nuestros trabajos, los que se re-
fieren a la no influencia de ligaduras en diferentes regiones del
cuerpo del nematode durante la experiencia de contractibilidad,
ni de ciertos firmacos de relevante accién en vertebrados.

~ Omitimos, por razones de brevedad y concisién, la descrip-
tiva morfolégica de los restantes érganos y aparatos del animal
reactivo, pues con lo dicho basta para nuestros propésitos.

Eleccion del pardsito.—La eleccién de la A. galli como reac-
tivo farmacolégico en nuestros ensayos, cuyas reacciones a los
distintos fArmacos nos permiten hacer la valoracién de su efica-
cia antihelmintica in vitro, est4 justificada par las siguientes
razones : su facil obtencién por la existencia de numerosos ma-
taderos de gallinas y la frecuencia de su parasitacién (del 20 al
50 por 100 de gallinas parasitadas en Granada) (Guevara y Gal-
ldén, 1960) ; su tamafio adecuado para trabajar con él en el sis-
tema de registro grafico, permitiendo dicho tamafio realizar los
experimentos con el parisito integro y no con segmentos aisla-
dos del mismo, como se hace cuando se usan como reactivos pa-
Tésitos de excesiva longitud, ya que los segmentos pueden mos-
trar distinta sensibilidad al firmaco que el gusano integro ; ade-
mais la facilidad de su obtencién nos permite usar siempre para-
sitos de vitalidad excelente ; asi mismo la idéntica localizacién
en el tramo intestinal de la A. galli y del A. lmnbricoides en el
hombre (intestino delgado) ; siendo la razém fundamental de su
elecciéon la similitud de algunas caracteristicas embriolégicas y
morfolégicas de éstas con los A. lunbricoides, parasitos del
hombre.

Influyé también en su eleccién la relativa dificultad de obte-
ner A. lumbricoides, sumada a que los ejemplares obtenidos lo
son casi siempre tras expulsién terapéutica y por tanto son pa-
rasitos alejados 'de la normalidad, y afectados por los agentes
farmacoldgicos.

Recoleccidn y preparacién.—Las ascaridias que hemos usa-
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do para nuestros ensayos han reunido las siguientes condiciones :
vitalidad v movilidad excelentes, longitud adecuada, reciente ob-
tencién (salvo en aquellos casos en que se ensayb especialmente
€] método con parésitos de vitalidad escasa, por haber permane-
cido 24-48 horas en suero salino antes de realizarse los ensayos
y con objeto de analizar la influencia de la conservacién), perma-
nencia lo més breve posible en un medio isoténico equilibrado y
a temperatura adecuada, etc., ete.

Los parisitos los hemos obtenido del intestino de gallinas,
(que habian sido sacrificadas el mismo dfa de los ensayos), tras-
lad4ndose en un recipiente termo a la temperatura de 38" desde
el Matadero al Laboratorio.

Una vez extraidos se sometian a cuidadosa limpieza con sue-
1o salino a 37°, manteniéndolos luego a igual temperatura du-
rante un tiempo oscilante entre ro-Go minutos, para asi habi-
tuar al parisito a su mueva situacidn. A veces han permanecido
méas tiempo en la estufa, en los casos expuestos anteriormente.

Las ascaridias, colocadas en una caja de Petri con liguido
isoténico equilibrado y a una temperatura adecuada, son ligadas
con dos hilos por sus dos extremos, los que respectivamente su-
jetamos a la palanca inscriptora y al tubo de vidrio que hace de
soporte ; el parasito, asi fijado por sus dos polos, se introduce
en el vaso de precipitado que contiene el liguido de perfusién,
moviendo simultdneamente tripode, aguja inscriptora, soporte
de vidrio y ascaridia ya montada.

Durante las maniobras de preparacién hemos observado las
elementales precauciones de no traumatizar en absoluto la asca-
ridia ; las ligaduras se han realizado mediante pinzas y nunca
con los dedos ; el parisito, desde su abtencién hasta su empleo,
permanece siempre en una soluciém de liquido isoténico equili-
brado y a 37°, incluso mientras se realizan sus ligaduras.

APARATOS Y REACTIVOS

El dispositivo consta de un bafio termorregulable, un vaso
o bien un tubo cilindrico de cristal (segfQin la variante empleada),
en cuyo interior se encuentra la Ascaridia bafiada en el liguido
de perfusién ; un sistema mecénico de inscripeién grifica por
palanca y un quimégrafo de negro de humo, donde se realiza la
inscripeién.
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La ascaridia se liga por su extremidad distal, mediante uno
de los hilos, a un tubo de vidrio incurvado en su porcién final
que se introduce y fija al vaso de perfusién. Por la extremidad
proximal va ligada, mediante el otro hilo, a la aguja inscrip-
tora.

La palanca de inscripeidén estd dividida en 21 partes iguales,
numeradas, con objeto de variar a voluntad, cambiando de po-
sicién el contrapeso, la traceién ejercida sobre el gusano duraute
la inscripcién. El punto de giro de la palanca coincidia con la
divisién n.° 7 de su longitud, para facilidad en el célculo del
peso ejercido.

Se ha usado en nuestros ensayos un peso metélico de 3’5
gr., €l que corrientemente situado en las divisiones 8 & g repre-
senta una accién o tensién de o’g-1 gr. respectivamente.

. Los restantes elementos del sistema son los habituales, por
lo cual perscindimos de su descripcibn.

Perfusién en corrienle continua.—En las experiencias donde
se ha usado este método de perfusién (para los fines que méas tar-
de expondremos), la ascaridia en vez de estar en un vaso de per-
fusién amplio, estd intubada, es decir, introducida en un tubo
de vidrio de didmetro ligeramente superior al grosor del paré-
sito (1-2 mm.).

En estos casos la perfusién se realiza haciendo pasar el li-
quido por el tubo que contiene la ascaridia ; la que 2 su vez estd
ligada inferiormente a un punto fijo v superiormente a la aguja
inscriptora.

El sistema consta de dos frascos A y B que contienen : el li-
guido de perfusién usado y este liquido més la sustancia a ensa-
yar, respectivamente. De cada frasco sale un tubo con una llave
de paso; estas llaves permiten regular a voluntad el liquido
gue en cada momento de la experiencia debe fluir. El liguido de
perfusién es conducido ‘después a un serpentin de vidrio situa-
do en el bafio para que adquiera la temperatura conveniente y
vaya luego a hafiar la ascaridia.

Este sistema se ha utilizade més particularmente para es-
tudiar el comportamiento de motilidad de la ascaridia, ya que
el pequefio didmetro del tubo recipiente impide una de las dos
clases de movimientos que los pardsitos realizan: esto es, las
grandes ondulaciones que se traducen por acortamientos aparen-

tes, persistiendo sin embargo en la gréfica sélo aquellos que se
deben a acortamientos reales.

Como la capacidad del tubo recipiente es escasa hay que re-
novar continuamente el liquido de perfusién para poder mante-
mer el metabolismo normal del parasito. Esto nos ha permitido.
ademas observar si la removacién constante del liguido origina
alghn estimulo que se manifieste en las contracciones regis-
tradas.

Perfusién a volumen fijo.—FEn este sistema la ascaridia fi-
jada por sus dos polos se introduce en un vaso ‘de perfusién que
contiene 250 c. c. de liguido, manteniendo su temperatura cons-
tante por el bafio termoregulable, en el que estd introducido.

Durante los ensayos con los fdrmacos, empleamos como re-
cipiente del paréisito un tubo cilindrico de vidrio de capacidad
total de 100 c. c. que facilita los célculos sobre concentraciones.

Liquidos de perfusion.—FHemos usado los siguientes liguidos,
que se diferencian entre si y del Rhode sélo en pequefias diferen-
cias de electrolitos :

Ringer Ringer sin calcio Fenwick Tyrode i
ClNa . . . .| o'65 gr.% o'6s 9, 0'80 Y, o‘8o 9,
CK. . . . .| ooz5 = o‘oag » o‘oz » o'oz »
ClyCa . . . .| oo3 > — o'oz2 » o‘oz »
CO;HNa, . .| o'o2 ] o'z » o'or » 0,01 '
POH,Na. . . - —_ - o'cof »
ClgMg. . . . —_ = - olor »

Productos ensayados.—Las sustancias ensayadas han sido de
tres clases :

a) iones salinos;
b) sustancias de accién muscular ;
¢) antihelminticos.

En esta comunicacién sélo haremos referencia a las dos pri-
meras, dejando los antihelminticos para un estudio posterior.
Como norma general de conducta en las experiencias dire-
mos que las sustancias se ensayaron siempre después de haber
registrado las contracciones espontineas el parasito duran-
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te unos 15 minutos. Se afiadieron en disolucién en el mismo li-
quido basico y a la misma temperatura del bafio.

Las observaciones en cada experiencia se prolongaron hasta
-cerciorarse de haber pasado el efecto o de no producirse ninguno,
segfm los casos. Ademés se han estudiado las influencias que so-
bre el trazado de las gréficas ejercen ciertos factores fisicos y me-
cdnicos ; asi como aquellos otros dependientes de la recoleccién,
«conservacién y manipulacion del animal ; y en fin algunos que
pudiéramos llamar de indole bioldgica por depender del estado
vital, de desarrollo o anatémico del propio parisito.

ITI. RESULTADOS OBTENIDOS

Comenzamos por hacer registro grifico con Ascaridias en
.condiciones que pudiéramos llamar «normales» ; es decir, sin
ststancia activa, a temperatura constante de 39° C y en liguido
.de perfusién formado por Tyrode, por considerar que, debido a
la localizacién intestinal del parésito, este liguido seria el mas
proximo al que tedricamente le fuera 6ptimo.

En las graficas a y b se reproducen dos trazados en dichas
condiciones,

Hemos podido ver que no todos los ejemplares realizan el
mismo grifico ; por el contrario, hay diferencias entre ellas, pero
todos tienden a un tipo mis o menos constante gque viene a ser
.como las representadas en las figuras.

Como caracteres comunes y generales de la contraccién de la
Ascaridia en las circunstancias normales anotamos los si-
guientes :

T.a A. galli realiza dos tipos de movimientos que influyen en
el trazado : a) ondulaciones amplias que se inician en el extre-
mo cefélico y se propagan hasta el caudal, adoptando el gusano
Jla forma de un sinusoide, de curvatura variable, con lo que se
aproximan entre si ambos extremos del gusano, produc1endo un
acortamiento aparente del mismo; b) acortamientos reales por
contraccién de su musculatura longitudinal.

En cuanto a la grifica inscrita se caracteriza por una regula-
ridad bien manifiesta en su trazado, con elevaciones de periodi-
.cidad marcada v trazado muy caracteristico que, aunque algo di-
ferente en los distintos gusanes, se mantiene invariable a lo lar-
.go de varias horas en un mismo ejemplar.

En cada elevacién podemos distinguir unma rama ascendente,.
casi rectilinea y vertical, (es decir, respondiendo a una contrac-
cién segura y rapida) y una rama descendente mas lenta en la
que suelen observarse accidentes repetidos, especialmente al
final.

En los ejemplares vigorosos no se observa periodo de reposo,
sino gue el proceso de relajacién se hace mis lento al final del
mismo, para pasar bruscamente a la contraccién siguiente.

La mayor parte de las grificas muestran en la rama descen-
dente elevaciones minimas intercaladas, que se deben a contrac-
ciones Por pequeflos acortamientos que se presentan durante la
fase de extensién de la Ascaridia. Aunque no suelen existir entre
las contracciones intervalos correspondientes a periodos de des-
canso, como quedé dicho, es decir, aungue las contracciones son
continunas, pasado un cierto tiempo (que posteriormente analiza-
mos) se inician fases de intervalo indicadoras de una posible fa-
tiga del parasito.

Hemos observado gue las contracciones en el comienzo de un
ensayo son irregulares en su amphtud y frecuencia, (a veces se-
mejan estados fibrilares) para ir regularizindose paulatmamen-
te al cabo de algunos minutos, lo que parece indicar que el ani-
mal mecesita un cierto tiempo para acomodarse a la situacién en
que se le coloca.

La altura béisica de la grifica permanece aproximadamente:
constante a lo largo de la experiencia hasta que se inicia la fa-
tiga, cosa muy variable de uno a otro gusano.

FACTORES TISICUS

Hemos estudiado la influencia de la temperatura, de la trac-
ciébn y de la intubacién sobre las contracciones normales del pa-
rasito.

Temperatura.—Las contracciones en las graficas que hemos
descrito anteriormente como norimales han sido obtenidas en en-
sayos realizados a una temperatura que se ha mantenido cous-
tante durante todo ¢l ensayo, ya que, como veremos a continua-
cién, las variaciones de temperatura influyen sobre las caracte-
risticas de las contracciones.

Siguiendo los ensayos realizados por Baldwin (1943) y otros
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autores que han comprobado que la temperatura éptima para la
supervivencia de los ascéridos es de 39°, hemos trabajado a esta
temperatura, pero también ensayamos otras distintas tempera-
‘turas para comprobar su registro gréfico deduciendo que los li-
mites Optimos para la inscripcién de la ascaridia (en nuestras
condiciones de trabajo) estdn entre 36° y 42°.

Los limites miximos v minimos de temperatura compatibles
«con la motilidad \de la A. galli estin entre en 30° y 48° respecti-
vamente. Las temperaturas superiores (dentro de los limites di-
chos) son estimulantes, originando un aumento de la amplitud y
frecuencia de las contracciones, pot lo que ascaridias situadas
a temperaturas préximas al limite inferior se estimulan y recu-
peran rapidamente cuando se les traslada a medios de tempera-
tura méis elevada ; en cambio, aquellas que han permanecido a
‘temperatura ligeramente superior a la vital, no recuperan su ac-
+tividad cuando se les traslada a medios de temperatura inferior,
como era de esperar.

Los aumentos bruscos del orden de 3-4° originan una relaja-
«cibn de la A. galli, observandose en la grifia una caida inmedia-
ta y brusca ‘del tono, con detencibn momentdnea de la contrac-
cién ritmica.

Los descensos ripidos de temperatura de igual valor origi-
man una retraccién del parisito, que se traduce en la grafica por
una subida inmediata del tono con ligera disminucién de la fre-
«cuencia y de la amplitud de las contracciones.

Estas variaciones del tono son tanto mis acusadas entre cier-
tos limites cuanto mayor es la variacién de la temperatura, y
estdn en menor grado influenciadas por la longitud y actividad
.del parsito. También depende de la «velocidadn con que varie la
temperatura.

El aumento de la temperatura, de un modo progresivo y len-
‘to, produce una relajacién del parisito con caida progresiva y
-menos acusada de] tono, produciéndose simultineamente una es-
timulacién ligera de la amplitud y frecuencia ; mientras que el
.descenso, también lento, origina los efectos contrarios.

Las respuestas en la grafica son mis visibles para la eleva-
cién que para el descenso, cuando estos estimulos son del mismo
sorden.

Los segmentos parciales (anterior, intermedio o caudal) reac-
«cionan de igual modo frente a los estimulos térmicos que el para-

— 15 —

sito integro, siendo sus respuestas de un grado cuantitativo in-
ferior, como era de prever.

Tensidn o traccidn.

Mediante la pesa metélica de 3,5 gr. que colocamos en la pa-
lanca inscriptora, realizamos distintas tensiones sobre la ascari-
dia, seglin cual sea la divisién en que se coloca.

Hemos comprobado cémo las ascaridias soportan tensiones de
0,5 a 2 gr., en.relacién con su longitud. Parisitos de 10 cm. so-
portan tensiones de 3 a 5 gr.; por encima de estas cifras no es
soportada la traccién. Las contracciones se detienen ; el gusano
se estira més alld de su resistencia y acaba por partirse.

La tensién corrientemente usada, por haberse visto la més
adecuada, fue de 0,5 a 1 gr., que es la que puede soportar nor-
malmente la ascaridia durante las 15-20 horas que, como méaxi-
mo, viven en el sistema de registro.

Intubacién.

Cuando la ascaridia ha sido intubada, con perfusién en co-
rriente continua, hemos apreciado que algunas veces ciertas ele-
vaciones altas, que corresponden a las ondulaciones del parasito,
desaparecen en la gréfica, ya que el escaso didmetro del tubo de
vidrio no permite el acortamiento aparente del parisito por estas
ondulaciones, persistiendo las que se deben a acortamientos rea-
les 'de él. Por lo demas, la grifica presenta iguales caracteristi-
cas.

Factores quimicos.

Hemos ensayado la accién de algunos iones salinos y de cier-
tos fArmacos de accién muscular.

Salinidad total. ' -

En los medios de perfusién usados (Ringer ; Ringer sin cal-
cio ; Tyrode, Fenwick) las curvas de inscripcién grifica son si-
milares, lo que evidencia que las pequefias diferencias en la con-
centracién de iones Na, K y Ca no afecta al parasito lo suficiente
para ser notado en su registro, asi como tampoco la presencia o
ausencia de algunos, como magnesio y fosfatos.

Estos datos han sido también confirmados por experiencias
de supervivencia de ascaridias en estos medios.
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Jones. .

Potasio : en los 10 ensayos efectuados sobre la A. galli a titu-
laciones de 1 a 8 gr. por 1.000, hemos observado una pequefia
subida de tono y ligero aumento de la frecuencia.

Calcio : en los 6 ensayos efectuados con diluciones de 1 a 4
gr. por 1.000, sdlo en 4 hemos observado un ligero aumento de
la amplitnd de las contracciones, desapareciendo este efecto tras
un periodo de tiempo pequefio.

Magnesio : de los 3 ensayos hechos con diluciones de 1 a §5
gr. por 1.000, hemos observado sblo un pequefio aumento de los
intervalos entre las contracciones después de la aplicacién de la
solucidn ; recuperindose tras un breve periodo de tiempo la pri-
mitiva ritmicidad de las contracciones.

Curare.

Depresor de la placa motora en vertebrados, nosotros hemos
hecho con él 5 ensayos, usando diluciones de 1 a 5 migr. en 500
¢. ¢. de Tyrode, no observando ninguna alteracién en la grifica
después de su aplicacién.

Estrichina.

En la A. galli hemos realizado cuatro ensayos con concen-
traciones de 100-200 mlgr. por 1.000, no observando efecto al-
guno en la gréfica.

Cianuro potdsico.

Es un inhibidor del metabolismo celular, pero en los ensayos
realizados con diluciones de 20-40 mlgr. por 1.000 no hemos ob-
servado alteracién alguna de la regularidad de la grafica.

Acetilcolina.

Su efecto nenromuscular no lo hemos podido comprobar en la
ascaridia, en los ensayos realizados con diluciones de 10-50
ctgr. por 1.000.

Atropina.

Relajante de la musculatura estriada, no muestra efectos so-
bre la A. galli a diluciones de o,5-1 mlg. por 1.000. Se han heche
4 ensayos.
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Adrenalina.

En los 4 ensayos efectuados con diluciones de 0,2-1 ¢. ¢. de
la solucién al 1/1.000 en 100 c. c. de Tyrode, no ha habido alte-
racidn del tono, ni de la amplitd o frecuencia de las contraccio-
nes de] parésito en la grifica registro.

Factores bioldgicos.

Hemos estudiado la influencia sobre el parisito, traducida en
la gréfica, de una serie de factores, que a continuacién expo-
Temos.

La conservacién del pardsito.

El parésito, recién obtenido y con los cuidados expuestos an-
teriormente, registra umna gréfica (cuyas caracteristicas también
han sido expuestas anteriormente) que podemos denominar nor-
mal. "

No suelen existir intervalos entre las contracciones, corres-
pondiendo 2 periodos de descanso ; es decir, que las contraccio-
nes son continuas. Hasta pasado un determinado tiempo, varia-
ble entre 1 a 4 horas (en el que se inicia la fatiga del parésito), no
se hacen visibles en la grafica los intervalos entre las contrac-
ciones.

La frecuencia de las contracciones no es idéntica para todos
los ejemplares, dependiendo : del grado de actividad, del tiempo
transcurrido entre su extraccién y su montaje en el sistema de
inscripeién grafica ; de la temperatura ambiente a que permane-
cen inevitablemente algfin tiempo en el matadero, ete.

Las ascaridias, montadas para el registro, vivieron en esta
situacién periodos de tiempo varnables entre 2 y 20 loras ; en la
gréfica la disminucién de la vitalidad se traduce siempre por una
disminucién paulatina de la frecuencia de las contracciones, con
aparicién y progresivo aumento de los intervalos entre las ondas,
origindndose finalmente la muerte del parfsito, que se mani-
fiesta en la grifica por una linea recta continua.

Las ascaridias que llevan de 24 a 48 horas de supervivencia
en soluciones salinas, tienen al parecer disminuida su vitalidad
fuera del intestino, apreciindose en la grafica con ellas obtenida
contracciones de menor amplitud y menor frecuencia que las pro-
ducidas por ascaridias de igual longitud, pero recién extraidas ;
en aquéllas la linea de muerte se produce més rapidamente.
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Sexo y tamadio.

Hemos realizado ensayos con parisitos machos y hembras ;
en general, hemos preferido éstas por su mayor longitud, ya que
el tamafioc influye en las graficas obtenidas.

En los ensayos realizados con parésitos de distintas longitu-
des, sblo hay diferencias en las amplitudes de las contracciones ;
las deméis caracteristicas (frecuencia, tomo, ritmicidad...) son
iguales.

La amplitud de la contraccién estd en relacién directa con la
Jongitud del parasito usado (en parésitos de igual grado de acti-
vidad).

También hemos obtenido un mayor nfimero de horas de su-
pervivencia de los parisitos de mayor longitud, en el sistema de
registro, en comparacién con las horas de vida de parédsitos de
longitud minima,

El sexo no afecta a la configuracién de la grafica en circuns-
tancias normales, y si solamente a la amplitud del registro por
diferencias de longitud en ambos sexos. La amplitud de las con-
tracciones es, pues, mayor en las hembras.

Por razones \de comodidad, es preferible usar hembras y por
la obtencién de gréficas méas amplias.

Ligaduras.

Todas las experiencias han sido hechas con los parisitos liga-
dos en sus dos polos, mediante dos hilos finos y resistentes.

Las experiencias han mostrado que las grificas son iguales,
cualquiera gue sea el polo (caudal o cefdlico) que estd ligado por
el hilo, que transmitird los movimientos del parisito al cilindro
de papel ahumado del quimbgrafo. En estos ensayos las ligadu-
Tas estaban colocadas en los polos de 3 a 5§ mm. de los extremos.

En ensayos efectuados con parésitos en los cuales una liga-
dura (indistintamente la cefilica o caudal) o las dos ligaduras es-
taban sitnadas a distancias variables desde los extremos (a 5-10-
15-20-25 6 30 mm.), las grificas obtenidas son similares en sus
caracteristicas, salvo amplitud, que estid en relacién directa con
la longitud del parésito que se contrae (la porcién de él compren-
dida entre las dos ligaduras).

Cuando hemos situado una ligadura en la mitad del parasito,

las contracciones conservan las mismas caracteristicas, pero su
amplitud esti reducida y es minima. -

Segmentos.

~ Hemos realizado ensayos de registro grifico de las contrac-
clones de segmentos aislados de ascaridias,

Estos segmentos se han obtenido mediante cortes transver.
sales del parisito, previas las ligaduras convenientes, que se han
efectuado antes de seccionar las porciones que han de eliminarse.

Las grificas obtenidas lo han sido con un segmento anterior
(comprendida la porcién cefilica), uno intermedio y umo poste-
mior o caudal, siendo cada uno 1/3 de la longitud total. Més fre-
cuentemente se han obtenido graficas con parésitos a los cuales
se le habia extirpado uno sélo lde estos segmentos, el caudal o el
anterior (restando por tanto 2/3 de la longitud del ejemplar). |

];_,a longitud de la porcién extirpada ha oscilado entre 1 y 3
centimetros,

Las grrglﬁcfas obtenidas con segmentos, cualguiera que estos
seanl, son similares a las registradas con el parésito integro, exis-
tiendo sdlo una menor amplitud de las contracciones, explicables
por la menor longitud del segmento que se contrae,

El segmento anterior es ligeramente mis activo que los res-
tantes, manifesténdose esta actividad por la amplitud de las con-
tracciones, que en igualdad de longitud de los segmentos usados,
son algo mas amplias en el segmento anterior.

_ El segmento de ascaridia usado presenta actividad contréc-
til, siempre que su longitud no sea inferior a Jas 2 /5 partes de la
longitud inicial del parésito. Por bajo de esta fraccién el seg-
mento no es utilizable pricticamente, '

Asi mismo, en los ensayos efectuados aplicando estimulos
térmicos sobre segmentos, éstos han respondido al Frio (en forma
brusca o paulatina) y al calor (en las dos formas) de igual mane-
ra que el parisito integro.

Iguales han sido las respuestas de los segmentos que la de los
pardsitos fntegros, frente a los factores fisicos y quimicos, des-
critos anteriormente, y con los diversos antihelminticos, como
describiremos posteriormente.
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Presion inierna.

En ensayos en que hemos logrado una pérdida de la pre-
sién del parésito mediante una o dos punturas realizadas en
cualquier porcién de la pared del cuerpo, una vez colocada en el
sistema de inscripcién, las gréficas de sus contraccioles mues-
tram iguales caracteristicas, estando sélo la amplitud un poco
reéducida. En estos ensayos, al realizar las perforaciones, se ha
tenido la precaucién de evitar que haya salida de los drganos del
parasito.

Por tanto, en los ensayos hemos visto cémo la presién interna,
representada por la tensién del liquido perivisceral, no parece
influir en las contracciones.

Contenido y pared del cuerpo.

Hemos efectuado ensayos con parésitos, a los que se les habia
practicado, una vez montados en el registro, una incision longi-
tudinal de 5 a 30 mm., con la que se obtenia una pérdida d’e la
presién interna y una salida més o menos completa de las visce-
ras del parésito. ‘

Previamente habiamos registrado sus contracciones durante
15 minutos antes de realizar dicha incision. Hecha ésta, obser-
vamos que en aquellos casos en que la salida de las visceras fue
minima, las caracteristicas de la grafica permanecen invariables,
salvo la amplitud, igue disminuye un poco. )

Cuando la devisceracién es grande se detienen las contraccio-
nes,visualizindose en la gréifica por una linea recta.

En otros ensayos hemos empleado exclusivamente la pared
del cuerpo, que llamdbamos «camisan. Para la obtencién de esta
camisa, se practican dos cortes transversales bruscos en’los dos
polos de la ascaridia ; por uno de ellos se introduce una canula, a
través de la cual se inyecta lentamente liquido, con lo que las
visceras salen totalmente por el otro orificio. Estas camisas en la
grafica no muestran ninglin signo u ondulacién, sino solo una
linea recta, a pesar de que en dicha pared se localiza la muscu-
latura somaética.

IV. Discusion

Hemos elegido como método objetivo para estudio de anti-
helminticos el sistema de registro grifico de las contracciones de
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la 4. galli descrito anteriormente, por las razones que se dedu-
cen d_e las goumderacmnes que siguen y del que hacemos un
estudio previo en esta comunicacién.

Con algunos antecedentes aislados de Straub (1goz) y de
Trendelenburg (1915), fueron realmente Rebello, Rico vy Gomes
(1926) los que propusieron el registro grifico sistemiticamente
con vermes pardsitos para el estudio de antihelminticos; pero
siempre (o casi siempre) usaban parsitos humanos, que presen-
tan graves inconvenientes para sus disponibilidades en el mo-
mento adecuado.

_ Nuestra eleccién ha sido justificada, ademas de por sus ven-
tajas propias, por los inconvenientes que generalmente presentan
los restantes métodos «in vivon con animales, que son los incon-
venientes antes anotados.

Asi mismo creemos preferible este método grafico a los mé-
todos «in vivos en la clinica humana, por la complejidad y esca-
sa asequibilidad de éstos, que requeririan encuestas y estadisti-
cas amplias y ro siempre bien llevadas ; al menos para el estudio
inicial de las sustancias.

Otras ventajas han sido tamhbién las razones de su eleccibn :
tales como permitir el uso de parésitos seleccionados de forma
que ofrecieran las méximas garantias de vitalidad. Disponer de
un método grifico y en gran modo objetivo de la accién del far-
maco ; ser una técnica sencilla, de fécil manejo, y relativamen-
te répida.

Estos «testsn graficos asi obtenidos los creemos de gran valor
para la comparacién de una serie de compuestos de similar accién
y poder seleccionar el més activo de entre ellos.

Por otra parte, los reactivos vivos corrientemente utilizados
en los métodos graficos han sido Ascaris lwanbricoides, Tenia se-
rrata, Dypilidium caninun y Uncinaria stenocephala.

Nosotros hemos elegido un reactivo-parisito que ofrece cier-
ta semejanza con los 4scaris del hombre, tanto en su situacién
taxondémica, como en su habitat intestinal como parisito, Fvi-
dentemente el animal de eleccién ideal serfa aquel contra el cual
haya de emplearse el antihelmintico, pero esto presenta dificul-
tades normalmente insuperables.

En todo caso, nos parece la ascaridia preferible a otros reac-
tivos, tal vez de adquisicién més facil, como la lombriz de tie-
rra..., que zlgunos han empleado y mno son ni siquiera parisitos,



ni tienen similitud de caracteristicas con los parésitos del hombre.

- Ademis, nuestro reactivo es de facil obtencién por la exis-
tencia de numerosos mataderos de gallinas y por la densidad de
parasitismo de -estas aves por la ascaridia.

Hemos también preferido las ascaridias de la gallina a los
ascaris del cerdo, usadas por muchos autores, porque su tamaiio,
oscilable en general de 7 a 11 cm., es més cémodo para su mane-
jo.en el sistema, permitiendo dicho tamafio trabajar con parési-
tos integros ; mientras qite con los 4scaris del cerdo, de mayor
tamafio, no pueden ser adaptados al sistema, teniendo que traba-
jar con segmentos del parasito, con el inconveniente de que éstos
pueden tener distinta sensibilidad a los farmacos que el parésito
integro, obteniéndose resultados tal vez mis alejados de la rea-
lidad.

No es tampoco ventaja desdefiable el hecho de que puedan
ser traidos al laboratorio los intestinos integros, sin abrir, de las
aves, lo cual nos permite una vigilancia y una precaucién ade-
cuadas en las manipulaciones de extraccién.

V. CoNCLUSIONES

1. Ascaridia galli, pardsito intestinal de aves, se emplea por
primera vez como animal reactivo para estudio de antihelminti-
cos por el método de registro grifico.

2. Fste parisito presenta espontineamente, en las condi-
ciones que se establecen, contracciones ritmicas muy adecuadas
para esta técmica ; teniendo respuestas a los estimulos fisicos y
quimicos que pueden servir para objetivar acciones farmacold-
gicas,

3: Otras cualidades de Ascaridia galli dependientes de sus
dimensiones, facilidad de obtencién, manejo sencillo, amplia re-
sistencia a cambios i6nicos y salinos, etc., aumentan las ventajas
de su utilizacién en este método.

4. El sexo del helminto no afecta la configuracién general
de la gréfica en circunstancias normales. Tampoco tiene influen-
cia en las modificaciones provocadas en la misma por la accién
de agentes fisicos, quimicos o farmacolégicos (dentro de los ensa-
vados por nosotros). Se recomienda, no obstante, el uso de ejem-
plares hembras por su mayor facilidad de manipulacién, resis-
tencia mecinica y energia contréctil,
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5. Para los mismos fines pueden utilizarse segmentos de
ascaridia en lugar de gusanos enteros, siempre que se guarden
ciertas precauciones al seccionar, y el segmento no sea inferior
a dos quintos de la longitud total. En estos casos resulta indife-
rente la regién del gusano, de la cual se tome el trozo, aunque la
regién anterior parece algo méis enérgica.

6. La presién interna, representada por la tensién del ligui-
do perivisceral, no influye en el tipo de contraccién normal ni en
las respuestas. El contenido visceral, por el contrario, si parece
indispensable para la contractibilidad.

7. Variaciones de cierta amplitud en la concentracién de
los iones potasio, sedio, calcio y magnesio en el liguido de per-
fusién, no influyen de modo significativo en el registro conse-
guido.

8. ILa adicién de curare, estricmina, cianuro, acetilcolina,
atropina y adrenalina al liguido de perfusibn, incluso a concen-
traciones relativamente altas, no manifiesta influencia en la gré-
fica.

9. ILa temperatura si tiene importancia en la buena marcha
de la contraccién y del registro. Temperaturas comprendidas en-
tre 37° y 40" centrigrados pueden usarse, a condicién de permane-
cer invariables durante la experiencia.

10. Variaciones térmicas de 0’3 a 0’9 grados de la tempera-
tura bastan para imprimir modificaciones sensibles en la inscrip-
cién, tanto méis acusadas cuanto mis rapida ha sido la variacion.

11. Una elevacién de la temperatura provoca un aumento
de la longitud del gusano (pérdida de tono), que se traduce por
un descenso de la grafica; una disminucién origina efecto con-
trario.
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GRA¥ICAS OBTENIDAS CON AScaridia galli
A. Grific2 normal, en Tyrode a 38° C.

B. Grifica normal, en Tyrode a 38° C., al cabo de dos horas de inscripcién ininte-

rrumpida (disminucién de la amplitud y de Ja frecuencia, asi como de las contracciones
secundarias).

C. Efecto del brusco descenso térmico (se bajé la temperatura del bafio en 4° C. en

unos segundos).

RESUMEN

Se describe una técnica de registro grafico para estudio de antibelmin-
ticos, empleando Ascaridia gelli como animal reactivo. Las ventajas, cir-
cunstancias y condiciones de empleo de este parisito intestinal son pun-
tualizadas, asi como las respuestas a ciertos estimulos fisicos y farmaco-
légicos.

SUMMARY

A description is given of a method to study anti-helminths by means
of graphs, using Ascaridin galli as the re-active animal. The advantages,

circunstances and conditions of using this intestinal parasite are detailed,

as well as the replies to certain physical and pharmacological stimuli,
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