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V. DUCCESCHI

INVESTIGACIONES SOBRE
EL PROCESO DE LA COAGULACION DE LA SANGRE
ROL DE LAS PLAQUETAS

Uno de los motivos por los que el fenémeno de la coagulacién
de la sangre qued6 por largo tiempo oscuro y conserva todavia
algunas incognitas, es el no haberse tenido bastante en cuenta el
hecho de que aquel no constituye un proceso tinico y simple, sino
que en él intervienen una serie sucesiva de fases de naturaleza
completamente distinta, a través de cuyo recorrido la sangre
llega a cumplir con esta especial funcién defensiva. Una de las
menos conocidas entre ellas, es la que inicia la transformacién
caracteristica de la sangre que tendrd por resultado el cambio
de su estado fisico. La circunstancia de ser este momento funcio-
nal talvez el mas ripido y de relacionarse probablemente con
la funcién de las plaquetas o hematoblastos, elementos cuya gé-
nesis y actividad son atin poco conocidas, ha hecho dificil la de-
terminacién exacta de su desarrollo (1).

La primera modificacién que puede constatarse en la san-
gre substraida a sus condiciones normales, es la aglutinacién de
las plaquetas, descripta en su aspecto microscépico por Bizzézero
en 1882, aglutinacién que se acompafia de importantes alteracio-
nes de tales elementos, como hinchazén, fragmentacién y fusién
méas o menos completa. Nos falta saber, ahora, cual es'la causa
_de esas alteraciones y qué relacién existe entre la aglutinacién de
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las plaquetas y las fases ‘sucesivas de la coagulacién. Hay, sin
duda, una serie importante de hechos que enumeraremos ripida-
mente, que hablan en favor de una participacién activa de las
plaguetas, aunque no pueden ser considerados todos ellos como
ergumentos definitivos en apoyo de la tesis que atribuye a dichos
elementos un rol preponderante en el proceso coagulativo de la
sangre.

Dejaremos establecido, en primer lugar, que la aglutinacién.
de determinados elementos de la sangre es un fenémeno constante,
sea en los vertebrados como en los invertebrados, y genéticamente
resulta anterior a la participacién de la fibrina; asi Loeb ha ob-
servado en el Limulus, que todo el fendmeno de la coagulacién
consiste en la simple aglutinacién de los elementos blancos de la
sangre, mientras que en otros invertebrados aparece una substan-
cia analoga a la fibrina. Los elementos de la san,;gre que, en la
serie animal, toman parte, aglutinindose, en el fenémeno de la
coagulacién, no son iguales morfolégicamente, aunque sean homod-
logos en su aspecto funcional, como los amebocitos de la hemolinfa,
las células en huso (Spindelzellen) de los vertebrados inferiores,
claramente nucleadas, y las plaquetas de los mamiferos; algunos
autores (por ejemplo Dekhwyzen) homologan todos estos elemen-
tos bajo la denominacién de trombocitos.

Sabemos que si se substrae a la sangre las plaquetas, por
medio de un suero citolitico especifico, por ejemplo, como lo
han hecho Sacerdotti, Le Sourd y Pagniez, este liquido se vuelve

=si completamente o completamente incoagulable. Si se somete
a la centrifugacién la sangre tratada con oxalatos, que impiden.
como es sabido, la coagulacién, el liquido se divide en dos porcio-
_nes, de las cuales la superior contiene casi todas las plaquetas,
que por ser muy livianas ascienden a la superficie. Ahora bien,
si separadas las dos porciones de sangre se las pone en condicio-
nes de coagularse por la adicién de cloruro de cal, se formara el
coagulo tan solo en la parte que contiene las plaquetas. Igual-
mente, si a la sangre desfibrinada, a la linfa o a ciertos exudados
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se afiaden plaquetas separadas de la sangre, estos liquidos coa-
_gularan ripidamente (Bzzzozero Schnezder Vinci).

Cierto nfimero de condiciones que impiden las alteraciones
f é‘aracterlstlcas de las plaquetas en la sangre extraida de los vasos,
ev1tan también la coagulacién de la sangre, como ser las bajas
ternperaturas su recoleccién en recipientes parafinados o en agar,
 1a adicién de fosfato sédico o potasico, de sulfato de magnesio, de
carboﬁato de soda, etc, mientras las condiciones que favorecen
" 1a destrucci6én de las plaquetas, como las altas temperaturas, ace-
leran al mismo tiempo la coagulacién (Biirker ). Existiria tam-
bién cierta relacién cuantitativa entre el ntimero de las plaquetas
yyla abundancia de fibrina en un liquido coagulable (Mosen, Biir-
ker).

Las plaquetas forman el elemento principal del trombo blan-
co (Eberth y Schimmelbusch), mientras que en la sangre conser-
vada sin coagularse en un vaso normal entre dos ligaduras, las
plaquetas quedan inalteradas (Baumgarten, Bittger, Hauser).
' Sobre la base, principalmente, de estos hechos, se llegd por
algunos autores a la conclusiéon de que las plaquetas contienen
un fermento, la trombokinasa, que, al alterarse estos elementos,
pasaria a la sangre, transformando el trombdgeno contenido en
el plasma en trombina o fermento activo (Fuld, Spiro, Mora-
witz, Nolf). Otros observadores admiten, mis simplemente, que
las plaquetas contienen trombina.

A’ pesar de lo numerosas e importantes que son las observa-
ciones que acabo de citar en pro de la teoria de la 'participacién
activa de las plaquetas en la coagulacién de la'sangre, no faltan
~ auntores, que apoyandose en hechos, sin duda, menos numerosos
v evidentes, atribuyen a los leucocitos el rol que parece ser pro-
pio de las plaquetas (Delezenne, Pratt, Dastre), mientras que
otros invocan la actuacién de los glébulos rojos (Landois, Mosso, .
Petrone y Jatta) ; no me detengo para ser conciso sobre este t6-
pico. Se ha hecho notar también, que la linfa, sin contener pla-
quetas, puede coagular espontineamente (Fano, Vinci); pero
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no debe, sin emb’argo, eliminarse la posibilidad de que se hallen
en tal caso en la linfa productos de destruccién de las plaquetas.
A estos filtimos elementos se debe atribuir, igualmente, se-
gt los experimentos de Le Sourd y Pagnies, el fenémeno de
« retraccién del codgulo.

Si las plaquetas toman parte en el proceso de la coagulacion,.
no hay duda de que su participacién debe verificarse en la prime-
ra fase del fenémeno, considerando, por el momento, como se-
cundaria la parte que puedan tener en la retraccidon del coagulo.
Mis investigaciones se refieren, precisamente, al primer periodo
de la coagulacién, cuando la sangre es todavia liquida, y que
podria llamarse fase pre-coagulativa.

Mis observaciones toman su punto de partida del hecho de
que la cocaina, agregada en cierta concentracién a la sangre i
vitro, retiene o retarda su coagulaci6n. Este fenémeno fué des-
cubierto por mi en la sangre de invertebrados marinos y publicade
ya en 1902 (2). Si a la sangre o hemolinfa de grandes equino-
dermos y crusticeos marinos se afiade una solucién de clorhi-
drato de cocaina hasta conseguir una concentracién total de 1 a
1.5 por ciento, falta del todo el fenémeno de la coagulacién. El
hecho es tanto més notable, cuanto que en algunas de estas espe-
cies animales la coagulacién es muy rapida y se acompafia con al-
teraciones caracteristicas de los elementos blancos de la sangre
(amebocitos), alteraciones muy evidentes al microscopio por fal-
tar en la hemolinfa los glébulos rojos. La sangre tratada con
cocaina, en lugar de transformarse a los pocos segundos des-
pués de su salida de los vasos en una masa gelatinosa bastante
compacta, queda liquida y los numerosos elementos blancos des-
cienden al fondo del recipiente, donde forman un precipitado
pulverulento. Si en la sangre no tratada con cocaina se sigue
al microscopio el proceso de la coagulacién, se ve que este con-
siste en que los amebocitos se aglutinan y emiten numerosas pro-
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\VV}‘on\gaciones 0 pséudopodios -que se fusionan entre si formando
'redes mas o menos regulares, entre cuyas mallas aparecen luego
 filamentos con el aspecto propio de la fibrina de los animales su-
periores. En la sangre cocainizada los amebocitos no se agluti-
nan, no forman la red que constituye el codgulo y conservan la
misma estructura que en el interior del organismo. Yo atribui
el mecanismo inhibidor de la cocaina en la coagulacién, a la ac-
cién general paralizante que este veneno ejerce sobre el proto-
plasma vivo, y llegaba en mi trabajo a la conclusién de que “una
de las primeras fases del proceso de la coagulacion estd constitui-
da por un fenémeno activo, por una reacciéon funcional especifica
de determinados elementos morfologicos de la sangre; si se pro-
duce la muerte de estos elementos antes de que se verifique aque-
1la reaccién, entonces el codgulo caracteristico no se forma.”

Estudiando, en el mismo afio, las primeras fases de la coa-
gulacién en los vertebrados, he descripto (3) un fendémeno que
demuestra macroscopicamente el proceso de la aglutinaciéon de
las plaquetas. Si del pulpejo del dedo de un individuo normal
se hacen caer en un vidrio de reloj tres o cuatro gotas de sangre,
e inclinando el vidrio se hace correr la sangre de un lado a otro
lentamente varias veces, se ve aparecer en el fondo del vidrio,
en el espacio de cuarenta a cincuenta segundos hasta uno o dos
minutos, una gran cantidad de granulos muy finos, blancos o hia-
linos, que aumentan en niimero y en dimensiones si se sigue agi-
tando la sangre, hasta alcanzar el didmetro de medio milimetro.
Este fenémeno se observa constantemente ademas de en la san-
. gre humana normal, también en la del perro, conejo, cobayo,
pollo, tortuga, rana, es decir, en todas las especies estudiadas.
Examinando al microscopio la sangre asi tratada, con los méto-
dos comunes de fijacién y coloracién, se reconoce facilmente que
los granulos estin formados por una cantidad muy grande de
plaquetas aglutinadas, méis o menos alteradas y fusionadas, a las
cuales se afiade a menudo, pero no siempre, un nimero variable
de leucocitos.
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El fenémeno que acabo de describir es simplemente la ex-
presién macroscopica del ferfé’j’mex_loi de la aglutinacién de las pla-
quetas, que se produce cuando la sangre estd todavia liquida, cons-
tituyendo, asi, una manifestacién que precede a la coagulacién.

La aglutinacién visible falta en cierto nitmero de circunstan-
cias, en las cuales la sangre no coagula, como en la tratada con
oxalatos o en la extraida después de inyeccidon intravenosa de
albumosas.

Después de la publicacién de la nota relativa a los hechos
ahora brevemente expuestos, en la Clinica Médica de Roma, di-
rigida por el profesor Baccelli, los doctores 4. Zeri y M. Almagia
{4) estudiaron el fenémeno de la aglutinacién visible en las en-
fermedades febriles y constataron que puede faltar completamente
en la fiebre palidica, en la que, como es sabido, el niimero de
las plaquetas disminuye en proporcién considerable.

A pesar de los afios transcurridos y de los trabajos que se -
han- acumulado alrededor del origen y del destino fimncional de
las plaquetas, queda todavia planteado el problema de la ‘partici-
pacién que estos -elementos toman en el proceso coagulativo de
la sangre. Las investigaciones que forman el objeto de la pre-
sente nota, estin dirigidas, precisamente, a esclarecer, utilizando
la accién de la cocaina, algunas de las cuestiones a que hemos
hecho referencia. Hemos estudiado el fenémeno de la aglutina-
cion visible, las modificaciones de las plaquetas y la retraccion
del coagulo, empleando como material de examen el perro, el po-
llo y la rana. ' '

ACCION DE LA COCAINA SOBRE EL TIEMPO DE COAGULAGION
DE LA SANGRE Y SOBRE LA RETRACCION DEL COAGULO

Por tiempo de coagulacién de la sangre se entiende la du-
racién del intervalo que sucede entre el momento de su salida del
vaso y su transformacién en una masa compacta. Para su deter-
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. minacién hay varios- procedimientos’mas como nos interesaba
poder seguir el proceso de la coagulaczon desde la primera fase
de la aglutinacién visible, hemos adoptado el método de recoger
1z sangre en vidrios de reloj y s6lo en algunos casos especiales en
pequefios tubos de vidrio. El tiempo necesario para la aglutina-
«ci6n completa se establecia con la ayuda de un crondémetro.
Fn nuestros experimentos, la sangre se extrajo siempre de
una vena en el pollo y en el perro y de la aorta en la rana, usando
“una jeringa Liler esterilizada y parafinada (aceite de parafina
Merk). Cuando se obtiene la sangre por medio de una puntura
de 1a piel o de las mucosas, el contacto con los tejidos modifica
de manera muy variable el tiempo de coagulacion. Es sabido que
Tos tejidos poseen substancias, tales como las coagulinas (Loeb) -
o la trombokinasa (Morawitz), que aceleran muchisimo la coa-~
gulacién, hasta el punto de que, por ejemplo en la aves, si la san-
gre no se pone en contacto con los tejidos, puede tardar algunas
horas en coagular. En nuestro estudio, cuando tuvimos que hacer
intervenir este factor, hemos agregado a la sangre algunos frag-
‘mentos de tejido. Los vidrios de reloj eran esterilizados a la
Itama y recubiertos de una capa muy delgada de parafina sélida
¢ de vaselina; estas substancias constituyen, con la pared normal
e los vasos vivos, las superficies cuyo contacto favorece en menor
grado la coagulacién. Asi podiamos separar hasta cierto punto
Tos factores mecanicos y quirnicos del proceso coagulativo. La
cocaina se us6 bajo forma de clorhidrato, preparandose para
las diluciones necesarias, una solucién madre al 5 % en suero fi-
sioldgico al 7 por mil; resultando a menudo la solucién de cocai-
Tna ligeramente 4cida, se acostumbraba neutralizarla con algunas
gotas de carbonato sbdico al 1 %. La cantidad de cocaina nece-
saria se colocaba de antemano en el vidrio de reloj y después de
-agregada la sangre (de 0.5 a 1 c.c.), se agitaba durante un minu-
to. Varias de las pruebas se hicieron a la temperatura ambiente
v otras en el termostato a 38°. Hay que tener muy en cuenta el
‘factor temperatura, que influye notablemente sobre el tiempo de
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coagulacién. Huelga decir que,- por cada prueba con cocaina, se
efectud, con la misma san'é;i‘e, una o mas de contralor.

‘Rana (Leptodactilus ocelli’c‘us). La sangre se extrajo de la
aorta, cerrandola lo mas lejos posible del corazén con una peque-
fia pinza y dirigiendo la punta de la aguja hacia el bulbo aértico;
de una rana de gran tamafio se consigue alrededor de 2 c.c. de
sangre, si el corazon funciona con bastante energia.

El tiempo de coagulacién, en la rana, es muy variable segtin
los ejemplares, pudiendo tardar hasta una hora y mas en el vidrio
parafinado; si a la sangre se le agrega un pedacito de musculo
de la misma rana, la sangre coagula en 10 a 20 minutos, rara-
mente més tarde. (5). Mezclando la sangre con la solucién de
cocaina, hasta conseguir una concentracién superior a I.5 gramos
%, la coagulacidon no se presenta ni aun después de pasadas 24
horas. Si la prueba se ejecuta en un tubo, el plasma se separa
superiormente 2 los hematies. En concentraciones de cocaina in-
feriores a 1.50 grs. %, llegando hasta 0.30 grs %, la coagula-
cion se hace dentro de las 24 horas, con un retardo proporcional
al contenido en cocaina. En todas las investigaciones se hicieron
pruebas de contralor, agregando a la sangre cantidades de suero
fisiolégicb iguales a las de la solucién de cocaina. Comparandole
con la sangre no tratada, se constaté que el suero fisiologico no
ejercé accidén apreciable sobre el tiempo de coagulacion.

Pollo. La sangre extraida de una vena del ala y recogida en
el vidrio de reloj parafinado, coagula, por término medio, en
ocho o diez minutos en la estufa a 38°; a la temperatura ambiente-
los tiempos de coagulacién se duplican o triplican; en el vidrio
sin parafinar se reduce, por lo general, a la mitad. Si a la sangre
se agrega un fragmento de piel o de musculo del mismo animal,
se consigue la coagulacién en dos a cuatro minutos, casi desapa--
reciendo la influencia de la temperatura y del recipiente.

‘ El efecto méximo de la cocaina se advierte cuando su con-
centracién llega a 2.50 grs. %, retardando la coagulacién hasta
16 a 24 horas, pero a menudo tan sélo durante 2 6 5 horas; si se-
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préctica el ensayo en un pequefio tubo de vidrio, después de al-
gunas horas el plasma amarillento se separa por completo, y
en la porcién intermedia entre la superficie del plasma y los he-
maties, se nota una capa constituida por los elementos blancos
de la sangre. En el pollo, la solucién fisiolégica de cloruro de
- sodio tampoca ejerce influencia apreciable. El efecto de la cocaina
sobre el tiemipo de la coagulacién es proporcionalmente menor
cuando disminuye su porcentaje en la sangre, llegando a ser nulo
~cuando esta nitima contiene menos de 0.40 grs. %.

Si a la sangre tratada con cocaina se afiade después de diez:
minutos un fragmento de piel o de masculo, el efecto del alcaloi-
de queda neutralizado en forma tal, que el retardo que era de
esperarse se reduce, mas o menos, a la mitad.

Perro. La sangre fué extraida de la vena yugular externa.
‘La dosis minima eficaz de cocaina resulté ser la de 1 %, capaz
de determinar un retardo de 1o a 20 minutos, respecto de las
pruebas de contralor no tratadas o que contenian suero fisiol-
gico. El efecto méximo se consigue con una contraccién del 2 %,
observandose un retardo que puede variar de una a dos horas
v media. En este caso, como para la sangre de los animales de las
demds especies, el codgulo que se consigue de las pruebas tratadas
con cocaina a menudo es blando y, por lo general, no adhiere al
fondo del vidrio. El tratamiento con un pedacito de piel del perro-
mismo, de la sangre envenenada acelera notablemente el tiempo-
de coagulacién.
" He utilizado esta especie animal para verificar si, agregando-
Ia cocaina cuando ya se ha iniciado el proceso de la coagulacidn,
esta substancia conserva su poder de inhibicion. Con tal objeto,
. se preparaba una serie de pruebas ‘ton 0.50 cc. de sangre y se-
esperaba que en el fondo del vidrio se forimaran pequefios coa-
gulos; si, en este momento, se agrega a la sangre las cantidades
correspondientes de la solucién de cocaina hasta alcanzar la con-
“centracién del 3 %, no se nota una influencia evidente sobre ef
tiempo total de coagulacidn, con respecto alas pruebas de contralor.
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ACCION DE LA COCAINA sBBRg LA RETRACCION DEL COAGULO

He efectuado esta serie de investigaciones haciendo coagular
“Ia sangre en tubos de vidrio de 7 mm. de didmetro y usando
2 c.c. de sangre en cada prueba; en los casos del pollo y del perro,
“los tubos se colocaban en la estufa a 38° C. Para conseguir una
coagulacién rapida y completa, se agregaba. a cada prueba un
pedacito de musculo del mismo animal y, después de coagularse
la sangre, se destacaban con un alambre de platino esterilizado
los bordes superiores del coigulo, para que la retracciéon fuera
uniforme. Cada dos horas, se media, en milimetros, la capa de
‘suero que se habia separado, para relamonarla despues de 24
horas, con el largo de la columna inicial de la sangre. Puede afir- _
marse, en general, que en la rana y en el pollo, con una concen-
‘tracion de cocaina desde 0.50 grs. % en adelante el codgulo, si
:alcanza a formarse, no se retrae; para el perro, la dosis minima
es de 1.5 gr. %; en las pruebas de contralor, a las 24 horas la
capa de suero alcanzaba una proporcidén de 30 a 50 % sobre la
«columna de saugre. Si la cantidad de cocaina es suficiente para
-impedir la coagulacién durante una o dos horas, entonces el plas-
ma con los elementos blancos de la sangre constituye una capa
-superior que puede coagular aparte; en algunos casos, al cabo de
48 horas puede separarse una porcién del suero superiormente al
-plasma coagulado.

COCAINA Y AGLUTINACION DE LAS PLAQUETAS

Ya indiqué en otro lugar, c6mo se pone en evidencia, a sim-
ple vista, el fenémeno de la aglutinacién de las plaquetas. Para
“las investigaciones actuales he usado siempre sangre venosa, ex-
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, ,traida'p.or medio de jeringa y depositada en un vidrio de reloj
en cantidades de 0.1 2 0.3 c.c. Conviene usar el vidrio sin para-
finar, en este caso, para seguir mas ficilmente el proceso de la
formacién de los pequefios granulos hialinos.

Rana. En la sangre de este anfibio la aglutinacién aparece-
después de 8 a 10 minutos y en algurios ejemplares bastante mas.
tarde; con motivo de esta variabilidad, la sangre de la rana no
“constituye un material coémodo para la simple demostracién del
fenémeno. Empezando con una concentracién de cocaina iguai’
‘a 0.30 grs. %, se observa un retardo notable en el tiempo de
aglutinacién, siendo esta completamente nula con una dosis de
- 1.50 grs. %. A veces, la proporcidén de la cocaina no es bastante-
para inhibir la coagulacién, pero si la aglutinacién, notindose al
‘c‘ébo de algunas horas en el fondo del vidrio de reloj algunos-
coagulos blancos o rojos.

En la sangre no cocainizada, el contacto con un pedacito de-
miisculo o de oiro tejido del mismo animal acelera de dos a tres:
veces el tiempo de aglutinacién; lo mismo pasa con la sangre del
pollo y del perro. Evidentemente, los tejidos contienen substan--
cias que estimulan normalmente la reaccién de las plaquetas; tal--
vez, esta reaccién se debe a la misma trombokinasa. En la sangre
tratada con cocaina la accién de los tejidos sobre la aglutinacién
es mucho menos evidente; con las dosis medias del alcaloide pue-
de observarse la coagulacién no precedida por la formacién de-
los acfimulos de plaquetas.

Pollo. En la sangre de esta especie, el fendmeno se presenta
con gran claridad y rapidez a la temperatura de 38°; ordinaria--
mente, en menos de un minuto el fondo del vidrio se encuentra
lleno de granulos blanquecinos. En el vidrio parafinado la aglu-
tinacién puede retardar de tres a cinco minutos, pero es casi ins--
tantinea si se le agrega un fragmento de piel. La sangre fué ex--
traida de una vena del ala por medio de jeringa. La cocaina ac-
‘ta pues sobre este fenémeno, en la misma forma y en la misma.
dosis que para la coagulacién, es decir, inhibiéndolo completa--
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smente en la concentracién de 2 grs. %; las dosis menores del al-
.caloide pueden impedir la produccién de los granulos caracteristi-
.cos, apareciendo después de algunas horas coigulos mis o menos
voluminosos, blancos o rojos, en el fondo del recipiente. El con-
Adacto con la sangre de fragmentos de piel o de miisculo, neu-
traliza, en gran parte, la accién de la cocaina.

Perro. La aglutinacibn macroscopica aparece en la sangre
-del perro en un espacio de tiempo que oscila entre pocos segun-
dos y un minuto y medio, si el vidrio esta a una temperatura
.de 38°C. Una capa de parafina o el encontrarse el vidrio a la
temperatura ambiente, pueden retardar de algunos minutos el
fenémeno, que, por otra parte, es casi instantineo si se agrega
a la sangre un fragmento de algin tejido del mismo animal.

La presencia en la sangre, de cocaina en la concentracién
de dos grs. por ciento, impide la aglutinacién o la retarda mu-
«cho; en el primer caso, puede verificarse la coagulacién sin que
preceda una aglutinacién visible. Proporciones inferiores de co-
caina ocasionan retardos mas o menos notables en el tiempo de
.aglutinacién. Cuando a la sangre se le agrega pedacitos de
piel o de misculo, la coagulacion puede acontecer sin que pre-
«ceda la formacién de los granulos caracteristicos.

FENOMENOS MICROSCOPICOS

Era muy interesante, para nosotros, seguir al microscopio
da accién de la cocaina sobre las plaquetas, para penetrar algo
-mas en su determinismo. Ya desde las primeras observaciones
hemos podido constatar que, en los casos en que el veneno impi-
- de la aglutinacién macroscépica, no se nota tampoco formacién
~«de acfimulos microscpicos de plaquetas y éstas conservan su
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aspectb normal durante todo el tiempo en que también los deméis
‘elementos morfologicos de la sangre gdardan su forma fuera del
organismo. ‘

Si se recoge la sangre cocainizada de rana o de pollo en un
~tubo, se separa, después de algunas horas, una capa superior de
plasma. que, junto con los glébulos blancos, contiene gran niimero
de trombocitos. El mismo resultado se consigue dejando caer tres
© o cuatro gotas de sangre cocainizada sobre un vidrio porta-objetos;
después de media hora, los glébulos rojos ocupan la parte infe-
tior de la gota, y si se toca con un cubre-objetos el extremo su-
perior de ella, se consigue un material que tratado por el método

" de Giemsa, aparece constituido, efi su mayor parte, por plaquetas..

" Con este procedimiento se consiguen muy buenas preparaciones
y también con la sangre del perro, con la condiciéon de prolongar
el contacto con el colorante tres o cuatro veces mas que de ordi-
nario.

Los hechos de que la cocaina impide la aglutinacién de las
plaquetas y la alteracién y destruccién de estos elementos
tan fragiles, estin muy bien de acuerdo con la accibén anti-coagu-
lante de la cocaina. Es sabido que en las preparaciones .que se ob-
tienen por medio de la puntura del dedo, se encuentra un ntimero
extremadamente reducido de plaquetas, de las que la mitad disgre-
gadas, mientras que en la sangre circulante existen alrededor de

30 por un leucocito; las plaquetas se adhieren a las margenes de
la herida, a la superficie de la piel, a las paredes del tubo si se
recolect6 la sangre con una pipeta, o a la varilla de vidrio que se
us6 para extender la sangre en el porta-objetos, y otra parte se
destruye mientras se efectfia la preparacién. Si en la sangre co-
cainizada las plaquetas se observan en gran cantidad por con-
servase integras, no pudemos dejar de relacionar este hecho con
Ia falta de coagulacién de la misma sangre, y debemos suponer
que sea precisamente el no reaccionar las plaquetas con la aglu-
~ tinacién y demés transformaciones a las causas que en circunstan-
tias normales dan lugar a la produccién del codgulo, lo que ex-

v
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plica, al menos en gran paﬁ:e, la accién de la cocaina. En la san-
gre envenenada, en que falta la aglutinacién macroscopica, se ve
al rﬁicroscopio pequefios actimulos de plaquetas, a los cuales no
se puede atribuir el valor de un verdadero fendémeno de agluti-
nacion. '

He mencionado hace poco el fenémeno de la viscosidad tan
notable de las plaquetas, debido a lo cual estos elementos se ad-
hieren faAcilmente a las superficies que no sean las del endotelio
vivo cardio-vascular. Es facil reconocer esta propiedad de las
plaquetas cuando se efectia la prueba de la aglutinacién; si en el
momento en que se ha formado un regular niimero de granulos
se coloca el vidrio porta-objetos verticalmente, hasta que casi
toda la sangre se escurra, se deja secar y se trata por el Giemsa,
se ve que la preparacién contiene un gran numero de pequefios
aciimulos de plaquetas que han quedado adheridas al vidrio. En la
sangre cocainizada no se observa nada parecido porque estos ele-
mentos, ademéis de no aglutinarse, tampoco adhieren, como antes,
-al vidrio. Este hecho explica por qué si la sangre cocainizada
llega a coagularse, el coidgulo no adhiere al vidrio de reloj, como
15 hace constantemente el coigulo normal; ahora bien, en el pri-
mer caso, las plaquetas no se han adherido al vidrio. Este hecho
tendria una escasa importancia, a no ser que se relacione estre-
chamente con el fin préximo de la coagulacién. Ya Bizzozero
‘habia reconocido que las plaquetas constituyen el punto de origen
¢ si se quiere, la encrucijada de los filamentos de fibrina; ahora
bien, es claro que si las plaquetas en contacto con la superficie
en que se forma el codgulo estan adheridas a ella, lo estarin tam-
bién los filamentos de fibrina y el codgulo mismo. Se comprende
que solo con la condicién de estar bien adherido como un tapén
al borde de los vasos lesionados y a los tejidos. circunstantes, puede
el codgulo resistir a la presién de la sangre. La propiedad de las
plaquetas de pegarse a las superficies no endoteliales, puede ser
un fenémeno puramente fisico, o constituir el exponente de un
hecho vital analogo a la aglutinacién; debe recordarse, a este pro-
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posito que Eberth y Schimmelbusch ipvocaron,'para el caso det
trombo, una metamdrfosis viscosa de ‘aquellos elementos.

Es verdaderamente notable la capacidad que posee un coa-
gulokde adherirse, por ejemplo, a las paredes de vidrio del reci-
piente y la resistencia que encuentra a veces para retraerse; de
aqui la necesidad de destacar la parte superior del codgulo del
tubo donde se encuentra la sangre, para conseguir el suero. En
‘el caso de la coagulacién a nivel de las superficies de los vasos
'y del endocardio alterados, la adhesion del codgulo, en grado tal
que pueda resistir a la corriente de la sangre, es una condicién
indispensable para que el trombo pueda formarse y evolucionar;

ahora bien, la superficie de ataque del trombo estd constituida casi -

en su totalidad por plaquetas. A estos elementos debe atribuirse
pues, un rol importante en el proceso de la coagulacién en gene-
ral, y de la trombosis en especial, ademas de la participacion que
ya se le atribuye, en cuanto determinan la adherencia del coagulo
a la superficie en que éste se forma.

ACCION DE LA COCAINA EN EL PROCESO DE LA COAGULACION

De las investigaciones que anteceden se deduce que la cocaina
ejerce una acciéon muy evidente sobre el proceso coagulativo de Ia
4sangre, retardandolo hasta inhibirlo, segfin las dosis y las espe-
cies animales y modificando, al mismo tiempo, el fenémeno de
la aglutinacién de las plaquetas y las capacidades de retraccion
y de adhesién del coagulo.

Numerosas substancias actilan sobre la coagulacién, lo mas
a menudo{ obstaculizindola ( substancias anticoagulantes ). Es
bien sabido que algunas de ellas ejercen su actividad cuando se
mezclan directamente a la sangre, y otras tan solo cuando se in-
yectan en una vena, determinando la produccién de un cuerpo
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anticoagulante, un antiferiﬂentol (la antiplasmasa de Camus y
"Gley), que, probablemente, se origina en el higado (Gley, Pachon,
Delezenne) ; es este el caso de las albumosas, de algunas toxinas
animales, extractos de oOrganos, etc. Distintamente de estos fil-
timos, o amticoagulantes indirectos, obran los directos, para los
cuales basta agregar  a la sangre i vitro oxalatos, citratos,
sales neutras concentradas, etc;-algunos de estos actiian inmobi-
lizando las sales de cal necesarias para la coagulacién, otros por
cnndiciones puramente fisicas de su concentracién. Sin entrar en
mayores detalles sobre el tema tan estudiado de los anticoagu-
lantes, diré que la cocaina debe ser clasificada en el segundo
grupo, por actuar directamente sobre la sangre. He efectuado al-
gunos ensayos para ver si este alcaloide, introducido en la circu-
lacion, modifica la coagulabilidad de la sangre; mas, en las dosis
en que es compatible con la vida de los animales, no se nota una
influencia apreciable sobre los fenémenos que son objeto de
nuestro estudio. '

Referente al mecanismo de accién de la cocaina, no podria-
mos reducirla simplemente a una influencia fisico-quimica, ani-
loga a la debida a las sales neutras concentradas. El alcaloide se
1o us6 en solucion de cloruro sbédico al 7 por mil para evitar los
efectos hipotonicos de la solucién de cocaina al 5 % ; efectiva-
mente, una solucién que contenga alrededor de 5 % de cocaina
sin cloruro de sodio, tiene, segiin dos determinaciones que he
practicado, un punto de congelacién de: 4 = o,310. C.
teniendo la solucién de cloruro sédico al 1 % un punto de con-
gelacion igual a 4 = o,613. C.; ademas algunas investigaciones
hechas con soluciones de la misma sal, de concentracidén variable
entre 0.6 y 2.5 %, nos han mostrado que no modifican en forma
apreciable los fenémenos de la aglutinacién y de la coagulaci6n.

Tampoco podria atribuirse a la cocaina una accién decalci-
ficante; en los animales inferiores, por ejemplo, este alcaloide es
muy activo aiin en dosis minimas, mientras que los oxalatos ejer-
cen su accién a una concentracién muy alta. Por otra parte, no
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resulta que la cocaina se combina con.las sales de cal, en las con-
diciones en que actfia sobre la sangre.’

Debemos atribuir, pues, la accién de la substancia que ha
sido objeto de nuestro estudio, a su accién anestesiante y parali-
sante sobre los elementos celulares en general, que ya Aducco
(1889) ha visto producirse sobre los movimientos amebdideos de
las células linfaticas y que Albertoni (18go) observd sobre los
amebocitos de los crustaceos. Ya he referido, en otra parte, que
segin mis investigaciones en la hemolinfa de los invertebrados,
en los cuales la coagulacion es , en gran parte, un fenémeno ac-
tivo de los elementos blancos de la sangre, la cocaina ejerce su
accién anticoagulante impidiendo las alteraciones caracteristicas-
de los amebocitos y su fusién. Hemos visto en el transcurso de
este trabajo, que la misma substancia actia inhibiendo la agluti-
nacién de las plaquetas y su ripida destruccién al salir de los
vasos sanguineos; paraliza, asi, la cocaina las reacciones que su-
fren las plaquetas en contacto con cuerpos distintos del endotelio
normal cardio-vascular o frente al estimulo quimico (tromboki-
nasa, coagulinas) de los tejidos. El efecto sobre la retracciéon del
.coégulo es, con toda probabilidad, una consecuencia de la’paré-
iisis de las plaquetas, sin que se pueda, por el momento, indicar
mas exactamente en qué consiste esta relacion.

TLa accién de la cocaina sobre la sangre resulta, luego, ana-
loga en todo al efecto paralizante que ejerce sobre los protoplas-
mas vivos en general. El hecho ofrece, para nosotros, un interés
particular en cuanto que demuestra la existencia en el proceso
coagulativo de la sangre, considerado hasta ahora como um fe-
némeno de naturaleza fundamentalmente quimica, de una -fase
activa, vital, debida a la participacién funcional de elementos es-
peciales de la sangre y que se nos manifiesta por el acto de la
aglutinacidn.

Queda por explicar por qué en los mamiferos superiores la
‘cocaina sélo retarda y no impide del todo la coagulacién; es po-
sible que en este caso, debido a su mayor fragilidad, una parte
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de las plaquetas paralizadas” se deshagan, librindose asi el fer-
mento (trombina, trombokinasa) que probablemente contienen.

El hecho de que, si a la sangre cocainizada se le agregan
fragmentos de tejidos, se observa la coagulacién sin que a veces
preceda la aglutinacién de las plaquetas, puede explicarse por la
accién directa de la trombokinasa de los tejidos sobre el fibring-
geno. Cuando las plaquetas no estin envenenadas por la cocaina,
el contacto con los tejidos acelera su aglutinacién; tan rapida es,
en condiciones normales, la coagulacién por la accién coadyuvan-
te que ejercen los tejidos mismos.

El coidgulo que se forma con la sangre cocainizada no se
adhiere, por lo general, al recipiente que lo contiene, porque las
plaquetas no se han pegado a las paredes. Estudiando el origen
de este fendémeno, hemos visto que una de las funciones de dichos
elementos consiste en determinar la adherencia del coagulo al me-
dio extravascular en que se forma (tejidos, bordes de los vasos
cortados) o a las paredes de los vasos o del corazon alterados,
en el caso de la coagulacién vascular (trombosis). ‘

CONCLUSIONES

El conjunto de los hechos hasta ahora considerados consti-
tuye una nueva demostracion de que el fenémeno de la coagula-
cién de la sangre es un acto complejo, que puede dividirse en
fases bien distintas por su naturaleza y funcién. Los numerosos
estudios que se han sucedido acerca del mecanismo de este fens-
meno, han tenido como objeto, especialmente, la fase fermentativa
que conduce a la precipitacién filamentosa del fibrindgeno, es
decir, al cambio de estado fisico de la sangre, que, por otra
parte, corresponde al hecho y a los fines de la coagulacién. Esta.
fase, indudablemente l3 méis aparente e importante, es prece-
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dida por -cambios menos visibles de la sangre, que constituyen,
sin embargo, sobre todo en ciertas especies animales, una con-
dicién necesaria para que la coagulacion tenga lugar; estos cam-
“bios consisten en la aglutinacién de las plaquetas, acompafiada
‘de ciertas modificaciones morfol6gicas.

' Nuestros experimentos han mostrado que la cocaina actiia
scbre la sangre impidiendo la aglutinacién de las plaquetas, al
mismo tiempo que inhibe la coagulacién en ciertos casos y la
 retarda en otros. La fase fermentativa debe considerarse pues
como secundaria a la actividad funcional de las plaquetas, como
aparece también por el resultado de otras investigaciones cita-
«das en la primera parte de esta nota.

La cocaina actia, con mucha probabxhdad paralizando ‘fas
plaquetas e impidiendo su reaccidon activa a los estimulos meca-
nicos 0 quimicos que determinan la coagulaciéon de la sangre.
El hecho resulta bien claro para los invertebrados, en los cuales
-1a ausencia de globulos rojos permite seguir facilmente la accién
de la cocaina sobre los trombocitos. La primera fase del proce-
50 de la coagulacién estaria.constituida, asi, por la reaccién de
las plaquetas a ciertos estimulos mecanicos y quimicos, repre-
sentados, los primeros, por el contacto con todo objeto o tejido
~que no sea el endotelio cardio-vascular vivo y, los segundos, or-
dinariamente, por substancias contenidas en los elementos de los
tejidos, estimulos a los cuales sigue la aglutinacion de las mismas
‘plaquetas, su adherencia al medio anormal y ciertas modificaciones
morfolbgicas que puede suponerse sean el efecto de la secreccién
<2 una substancia (trombina, trombokinasa) que da lugar a la
transformacion del fibringeno contenido en el plasma. La san-
gre reacciona, pues, a determinados estimulos mecanicos y quimi-
cos con la coagulacién, como los demés tejidos responden con su
funcién especifica, asi el misculo contrayéndose y la glandula
~produciendo su secrecién; en la sangre, tejido provisto de varia-
" das funciones, la irritabilidad de las plaquetas juega un rol espe-
<cial para la funcién coagulativa y se manifiesta con una reaccién
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caracteristica (la aglutinacién y la probable emisién de un fer-
mento), comparable a la de los leucocitos en la diapedésis y en la
fagocitosis. Cualquiera que sea la relacién existente entre la aglu-
tinaci6n de elementos blancos especiales de la sangre y el cambio
de estado fisico de la tltima, queda establecido el hecho de que
esta funcién de los trombocitos precede a la cbagula’ci_c’m verdadera
y propia de la sangre en toda la serie animal, desde los invertebra-
dos inferiores hasta el hombre.

Como corolario de estas conclusiones, me parece que esta-
mos autorizados para distinguir en el proceso de la coagulacién
de la sangre:

a) Una fase precoagulativae, constituida por la aglutinacion
de las plaquetas y las alteraciones morfoldgicas que le acompafian,
con-las cuales es contemporanea, probablemente, la excrecion de
un fermento (trombina, trombokinasa).

b) Una fase coagulativa, representada por la transformacién
fermentativa del fibrinégeno y el cambio en el estado fisico de
la sangre.

- ¢) Una fase postcoagulativa, dada por la retraccién del coi-
gulo y la separacién del suero de la sangre.

- En la trombosis cardio-vascular, proceso homélogo a la coa-
gulacién extravasal, existe evidentemente una prevalencia de la
fase precoagulativa, por estar el trombo constituido en su mayor
parte por plaquetas aglutinadas, y de la fase. postcoagulativa, re-
presentada en este caso por la organizacién del trombo o sus trans-
formaciones sucesivas (reblandecimiento, organizacién, etc).

NOTAS

(1) Referente a la morfologia y génesis de las plaquetas, véase: Ferrata,
Morfologfa del sandue normale e patolégico, Milano, 1912, pag. 198, donde
se encuentra la indicacién bibliografica de 150 trabajos, que tratan tam-.
bién de la funcién de estos elementos. ,
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" La participacién de las plaquetas en la trombosis se encuenira estu-

' diada  ampliamente en R. Hauser: -Zur Frage der Trombose (Virchow’s
. ‘Archiv. 215 Bd,, 1915, p. 65). S, ]

°(2) V. Ducceschi: Untersuchungen iiber die Blutderinunnd bei wirbe-

" Tiosen Tieren (Beitriige z. chemischen Physiologie, Bd. Iil, s. 378, 1902).

‘ (3) V. Ducceschi: Di una modificazione macroscopica del sangue che
precede la coagulazione (R. Accademia dei Lincei. Seduta del 1.° Febbr.
1903. Rend. Vol. XII, pag. 94, 1905).

(&) A. Zeri ¢ M. Almagid: Sull’ agdlutinazione delle piastrine nelle ma-
lattie febbrili (Policlinico. Sez. Prat. 1915).
(5) La sandre de la rana constituye un material muy oportuno para
demostrar en clase la influencia de los tejidos en el proceso de la coagula-
cién. Distribiiyase la sandre de una rana, extraida con una jeringa parafinada,
= entre dos vidrios de reloj esterilizados ¥y parafinados; se deja caer en un

" vidrio dos o tres fragmentos de-misculo del mismo animal y se agita. La
diferencia en el tiempo de coagdulacién entre la sandre de los dos vidrios
es ordinariamente de mds de una hora.





