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Senores Académicos:

Senores Profesores:

El objeto de este modesto trabajo que tengo ,
el honor de someter a4 vuestro ilustrado ecriterio,
es contribuir, en la esfera de mi limitada capacidad,
al estudio de la eliminacién del arsénico por la
orina, después de la administracién del Salvarsan
(606) y de su novisimo substituto, el Neosalvar-
san (914). El problema, que reviste una impor-
tancia excepcional y que es sobre todo de gran
actualidad, ha sido tratado por hombres de reco-
nocida competencia como Fischer, Hoppe, Alt,
Treupel, Jeanselme, Bougrand, Paschk, Oherlaen-
der, etc.

Estos autores han empleado en sus investiga-
ciones métodos puramente quimicos, en los cuales
no es posible substraerse 4 inconvenientes origina-
dos de maultiples y diferentes causas, entre ellas
las que pueden referirse a la naturaleza de la subs-
tancia en examen, al tiempo necesario y a la téec-
nica siempre larga, dificultosa y, muchas veces,
dificil y por consiguiente insegura. Mis investiga-
ciones han sido practicadas por el método biolé-
gico descubierto por el profesor Gosio y los resul-
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tados obtenidos fe. permiten afirmar que, en la
practica, ofrece, con toda evidencia, ventajas
dindiscutibles sobre los métodos quimicos.

Sin tener por consiguiente la pretension de
sustituir incondicionalmente el método biosintético
4 los métodos quimicos conocidos para la investiga-
cién del arsénico, creo que, desde el punto de vista
clinico, puede ofrecer reales ventajas, sobre todo
porque, de por si mismo y en forma facil, ofrece
un control en sus resultados por medio de cualquie-
ra de los métodos quimicos conocidos.

Las conclusiones que me atrevo 4 formular en
el final de este modesto trabajo, tienen un valor
relativo al nimero de experiencias practicadas
que no ha podido ser mayor por dificultades que
no es facil subsanar.

Sintiendo por lo tanto no poder corresponder
en forma méas elevada 4 la ensenanza recibida en
las aulas universitarias, confio en vuestra acostum-
brada benevolencia y cumplo con el deber de rendir
publicamente gracias 4 mi distinguido profesor
doctor Guillermo F. Schaefer, que me honra acom-
pafidndome en mi ultima prueba, de recordar con
el mas carifioso respeto 4 los distinguidos profeso-
res doctores Enrique Herrero Ducloux v Pedro T.
Vignau, que me han dispensado siempre atenciones
deferente y por tdltimo agradecer & los profesores
Haumann Merck y Hicken, & mi hermano politico
Nicolds Fasulino, Practicante Mayor del Hospital
Alvear y 4 los amigos doctores Augusto Chaudet v
Alejandro Cogliati por haber contribuido 4 facilitar
mi tarea poniendo 4 mi disposicién datos biblio-
graficos de importancia.
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ARSENIOMICETAS

Los hifomicetas que tienen la propiedad espe-
cifica de descomponer las combinaciones fijas del
arsénico, apropiandose el metaléide en una molé-
cula 6rgano-metalica volatil, constituyen un grupo
al cual el profesor Gosio, que ha hecho investiga-
ciones de suma importancia al respecto, ha dado
la denominacién de Arseniomicetas.

Hasta la fecha no se han podido aislar méas que
muy pocas especies, entre ellas:

El Penicillium brevicaule, Aspergillus clava-
tus, el Aspergillus fumigatus, el Aspergillus glau-
cus, el Aspergillus virens, el Mucor mucedo y el
Aspergillus candidus.

Creo de interés practico y cientifico pasar en
resena estos microrganismos positivamente carac-
terizados, y describir sus propiedades morfolo-
gicas, sus caracteres culturales, sus cualidades
patégenas, etec. Con tal fin procederé a4 su desecrip-
cién, en base 4 investigaciones rigorosamente prac-
ticadas en idénticas condiciones, en orden de 1m-
portancia, es decir, de las mas enérgicas & las me-
nos enérgicas, y abundando en mayvores detalles
para las primeras, siendo de evidente utilidad
practica.






PENICILLIUM BREVICAULE
(Saccardo)

El Penicillium brevicaule es el hifomiceta mas
capaz de gasificaciéon del arsénico, no solamente
por su mayor actividad, sino porque también, 4
diferencia de los demds hifomicetas, ataca todos los
compuestos del arsénico, hasta los sulfuros que son
los mas insolubles. Es un Ascomiceta que pertene-
ce 4 la familia de las Perisporideas. Kl profesor
Saccardo de Padua, evidencié este hifomiceta
sobre el papel en descomposicion. Sobre: este subs-
trato vegeta con gran facilidad, dando manchas
muy extendidas de color claro, 4 las que se sobre-
ponen, con el tiempo, otras de color mas claro. El
profesor Gosio lo aislo, por primera vez, sobre un
trozo de zanahoria cocida, expuesto conveniente-
mente sobre la azotea. Notd, desde entonces, su
importante papel biolégico y lo bautizd, proviso-
riamente, con el nombre de Penicillium arsenicale.
Se encuentra también sobre pedazos de suela y de
cuero mantenidos en ambientes humedos, sobre
estiércol, sobre el pan, especialmente la miga, sobre
papel podrido, sobre el maiz, ete.

Los caracteres morfoldgicos del Penicillium
brevicaule, segiin los estudios de especialistas como
Saccardo, Stall, Wehmer, y las numerosas inves-
tigaciones practicadas por el profesor Gosio, son
las siguientes:

Micelio constituido por hifas de color blanco
grisiceo, provistos de finisimas granulaciones.
Estas hifas estan constituidas por numerosos arti-
culos de largo variable, algunas veces retorcidos,
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abundantemente dlcotomos y ymodificables tam-
bién 4 muy corta dlstanma ‘en Su gspesor La poca
altura de la hifa carpofora es la ndta mas saliente,
observada eft esta forma Vegetatn?a ¥ es 4 ella
que se deberel nombre de Pen}cﬂhum brevicaule.
Todavia /Mo es raro encontrar hifas largas y des-
:;u'r‘ollada.gQ pero sin formas. deégeneradas. Las hifas
carpéforag son siempre delgadisimas, irregular-
mente §ubd1v1d1das con raras ramificaciones, so-
bre las euales se inestan los esterigmas, en nu-
mero muy e%caso v bastante largos (de 4 4 15 mi-
crones) . >

W1-cos jurto de la fructificacién tiene un aspec-
to muy er. sante, sobre todo por las largas cadenas
d~ esporos Jue, gracias a cultivos sobre vidrio,
pueden conservarse en el orden perfecto en que
han uacido, 4 pesar de su facilidad de destacarse vy
caer e.

T.os conidios tienen forma variable, segin la
ter;peratura en la cual el hifomiceta se desarrollé.

A baja temperatura (18-20°) prevalece la for-
ma esiérica. A 30-35° la esporificaciéon se hace mas
escasa, cambia también v en modo notable, la for-
ma del conidio, que se hace largo y ovalado, toman-
do un aspecto de pera 6 de lanza, v degenerando
alguna vez en un corpuisculo que podria cambiarsc
por un aumento del esterigma.

Los esporos son constituidos por una esfera
del didmetro de 6-7 micrones, de contorno irre-

gular.
Kl color de los esporos varia del amarillo al

pardo. La estructura ofrece, de especial, una fuer-
te condensaciéon protoplasmatica en el eentro, por
cuya razon resulta como una capsula externa mas
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clara, y un nitcleo central bastante obscuro. Si el
esporo es muy viejo sobreviene una contraccién
de la capsula, dando lugar a una mayer deformh-
cién, un arrugamiento del esferéide. La menciona-
da capsula se distingue netamente sobre todo.
cuando se hace uso de los colorantes basicos de
anilina.

La periferia y el centro del esporo en tal caso
toman un tinte intensivo, mientras en la parte
mediana queda como un alén claro muy evidente.
Entre las propiedades de estructura se debe tam-
bién notar la existencia de un punto claro brillan-
te, algunas veces central, otras en area excéntrica,
pero que se nota con facilidad, especialmente en
los preparados no coloreados, sobre el fondo par-
duzco del mesoplasma. No han sido observados,
hasta hoy, ni formaciones scleréticas, ni ascos.
L.cs caracteres microsedpicos descriptos son su-
ficientes para distinguir el Penicillium brevicaule
de todas las demas especies del género penicilar.

CARACTERES CULTURALES

Kl 6ptimum de temperatura varia desde los
20° 4 los 25°. A 18° es todavia posible la vegetacion
en todas sus fases tipicas. Mas abajo de este
limite la vegetacién se empobrece siempre mas
hasta llegar a ser inapreciable & los 12°. Arriba de
los 25° se puede obtener un rapido crecimiento, Yy,
hasta un cierto limite, esta rapidez aumenta en
razon directa de la temperatura, hasta un limite
maximo de 37° &4 38°

En este caso se puede observar, sin auxilio de
microscopio, y después de algunas horas solamen-
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te, la germinacién rapida de los esporos mis jo-
venes. A

Si, en vez de esporos, se siembra un trozo de
micelio, la vegetacién es todavia mas acentuada,
pudiendo producirse, en 5-6 horas, una verdadera
patina. El hecho es de suma importancia bajo el
punto de vista practico, porque ofrece el modo de
establecer en muy poco tiempo la presencia del
arsénico en el medio cultural.

Queriendo cultivar el hifomiceta & fines de
conservacion y para disponer de una semilla eficaz
y duradera, se tiene que mantener los trasplantes
a la temperatura 6ptimum (20°-25°). Queriendo al
contrario promover una vegetaciéon rapidisima, no
interesidndose méas que por las funciones biolégicas
del moho, como en el caso del reconocimiento del
arsénico, es 1til mantener los trasplantes a4 una
temperatura de 37°.

El aspecto cultural del Penicillium brevicau-
le varia segun el micelio sea estéril 6 esporulado.

El micelio estéril es blanco como la nieve; un
tal micelio se observa en los trasplantes muy jove-
nes que crecen a la temperatura 6ptimum, 6 en las
de cualcuier edad, que permanecen 4 una tempera-
tura de 37°, la cual tiene la propiedad de transfor-
mar los cultivos asporigenos. En este ultimo caso
puede verificarse, después de mucho tiempo, al-
gura area amarillenta que indica una evidente
tentativa de fructificacién. Pero es este un fendé-
meno incierto y bastante escaso. Se¢ acentia un
poco cuando, obtenido el desenvolvimiento com-
pleto 4 37, se lleva el cultivo a 20°-25°. Si se insiste
sobre varias generaciones sucesivas con un trata-
miento térmico & 37°, se llega & razas que, cultiva-
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das &4 20°-25° dificilmente esporifican. Estas razas,
a causa de falta de formas resistentes, se conser-

van con mucha dificultad.
La presencia de antisépticos puede permitir el

cultivo asporigeno, pero compromete sus fasey
tipicas. También la falta de aire suprime al hongo’
la facultad de esporificacién. Este fenémeno, pér
ejemplo, se verifica en cultivos sumergidos en- 1i-
quidos nutritivos. En los casos normales, que son
los de cultivos obtenidos 4 temperatura 6ptimum,
el fieltro miceliar anuncia rapidamente la presen-
cia de conidios por medio de un vello parduzco que
se va paulatinamente acentuando. Empieza en las
areas mas directamente en contacto con el oxigeno
atmosférico, propagandose luego en todo el cul-
tivo. Se puede obtener una esporificacién incom-
pleta cuando el aire es deficiente, en tal caso puede
ser consecuencia de su mismo extraordinario con-
sumo que el hongo hace, y de la produciéon notable
de anhidrico carbdnico que genera. Kntonces se
obtiene fieltro variegado 4 manchas parduzcas o
amarillentas y algunas veces con aspecto tigrado.

El Penicillium brevicaule crece muy bien en
todos los comunes medios nutritivos, pero es su-
mamente sensible 4 la acidez, que no soporta en
absoluto. La misma acidez de la papa puede re-

sultarle danina.
En gelatina neutra, 6 ligeramente alcalina, el

Penicillium brevicaule se cultiva muy bien. El
desarrollo tiene lugar solo en la superficie adonde
forma un vello que bien pronto toma un colov
pardo-negruzco. Kl hongo desarrolla un fermento
peptonizante que disuelve la gelatina hasta una
profundidad bastante considerable.



- 80 —

En agar el Penicillium brevicaule desarrolla
colonias blancas, madreperlaceas. Las hifas se
disponen como los rayos de una rueda.

Las papas son el terreno nutritivo mis apro-
piado para los arseniomicetas en general. El Peni-
cillium brevicaule vegeta sobre las papas rapida-
mente, conservando su vitalidad durante mucho
tiempo.

En caldo, el hongo crece dificilmente mientras
se encuentra en la profundidad, pero apenas una
hifa de germinacién gana la superficie, inmediata-
mente la vegetacién se extiende sobre la superficie,
formando un verdadero tapén que cierra el liquido,
6 impide la formaciéon de burbujas de aire.

La leche es también apta para cultivar el
Penicillium brevicaule, pero la vegetacion es len-
tisima a causa de la manteca que hace anaerobio
el cultivo y el hongo, que es eminentemente aero-
bio, sufre por la falta 6 deficiencias de aire.

Dan muy buenos resultados también, conio
medio nutritivo del hongo, la orina, los nabos, el
pan, la remolacha, ete.

Propiedades Bioquimicas. — La principal de
ellas consiste en su extraordinaria y maravillosa
energia biosintética sobre el arsénico, del cual se
puede considerar como el reactivo viviente.

El Penicillium brevicaule ademadas sacarifica
el almidén, y utiliza el glucosio para la formacién
de productos secundarios, como alecohol etilico,
aldehide etilica y acido acético.

Propiedades patogenas.—El Penicillium hbre-
vicaule tiene propiedades patdgenas directas, es
decir produciendo perjuicios al organismo que
ocasionalmente puede contencrlo como parasita, @
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perjudica al que 1 inspire. Estudios ¢
experiencias” concliyentes han sido pr gticadas
por Gosio, Qelli,ft}uarnieri, Abel y Butfemberg
sobre la impoftanéia de las propiedades patdgen

del Penicillium brevieaule. ‘ &S\‘\

Dejando esta parte que pertenece 4 la patolo-
gia humana, quiero registrar solo la posibilidad,
segin los autores citados, de una Neumonia e€s-
pecial que el doctor Gosio llama penieciliar, y que
es producida por la inalacién de esporos de Peni-
cillium.

Resistencia del Penicillium brevicaule.—Los
cultivos del Penicillium brevicaule se pueden con-
servar vivos durante mucho tiempo. Kl doctor
Gosio ha llegado 4 conservar cultivos puros cator-
ce anos, haciendo notar que han sido guardados.
en armario comun, sin ninguna _recaucién — que,
habiéndose desecado hasta el punto de transfo.
marse en un polvo de color parduzco, han conse.-
vado perfectamente su vitalidad. Efectivamente
cultivando un trozo de este material en medio
nutritivo conveniente (papa alcalinizada) se ob-
tiene una magnifica vegetacion del hifomiceta.

La vegetaciéon de esporos viejos y secos nece-
sita un poco mas de tiempo, pero apenas se han
obtenido las primeras hifas la vegetacion sigue
lozana y activa.

ASPERGILLUS CLAVATUS
(Desmaziéres - 1834)

El Aspergillus clavatus, ha sido desecripto por



— 34 -

Desmaziéres, Wilhelm, Saccardo, Schroter, ‘Sey-
nes, Lindner y Wehmer que lo ha obtenido en
cultivo puro en el mosto de cerveza.

Es muy poco difundido, habiéndose podido en-
contrar, hasta hoy, solamente en Francia y Alema-
nia, sobre substancias vegetales abandonadas en
lugares muy humedos, y especialmente sobre la
malta y el mosto de uva y de cerveza.

Caracteres Morfoldgicos.—Hifas estériles de
2 4 3 micrones de diametro. Hifas fértiles largas
de 1 &4 2 mm. 4 pared gruesa (2 micrones), rigidas
y claras, cabezuelas verdes, largas de 150 & 250
micrones, anchas de 70 4 120 micrones. Columela
de forma caracteristica, muy alargada. Ksterig-
mas simples, delgadas, pequenas (7-8 X 2-3 micro-
nes, Wehmer). Conidios lisos, casi incoloros, ova-
les, uniformes, dispuestos en largas cadenas, como
rosarios.

Caracteres culturales. — Estrato conidifero
en principio verde, con ligera entonacién azulada.
después verde-azulado, en seguida verde-gris, v,
por ultimo, gris-pardo. Vegetacion rapida v loza-
na sobre soluciones de azicar, mosto, agar, gela-
tina, pan y papas. Crece bien a 15-20°c. Mejor 4
temperaturas mas altas. Su 6ptimum es 30°%.

Segtiin Webhmer no da lugar 4 produccion de gax
en los cultivos en soluciones azucaradas v licua ra-
pidamente la gelatina. Segiin Tirabosechi, cultivado
en liquido de Raulin, transforma la reaceion de
acida en alcalina después de 5-9 dias, segin la tem-
peratura y el olor que emana del cultivo recuerda el
del amoniaco.
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Esta rapida transformacién del terreno nutri-
tivo de &cido en alealino, que se verifica también
en otros substratos, ademas del liquido de Raulin,
es verosimilmente la causa por la cual, como el
Penicillium brevicaule, el Aspergillus clavatus
tiene accién sobre los sulfuros de arsénico. La
produccién de amoniaco convierte dichos compues-
tos en sulfosales y por tal motivo se solubilizan.

ASPERGILLUS FUMIGATUS
(A. Nigrescens, Fresenius 1841)

Costantin y Lucet hablan de un grupo del
Aspergillus fumigatus, en el cual colocan varias
formas, diferentes por sus diversas propiedades
patdégenas. Describen ademaés, en el mismo grupo,
dos nuevas especies: el Aspergillus Lignieresi y el
Aspergillus virido-griseus, distintas del Asper-
gillus fumigatus por algunas particularidades
morfolégicas y culturales. También Blumentritt
describe una nueva especie: el Aspergillus bron-
chialis, distinta también por algunos caracteres
culturales y morfolégicos.

Kl Aspergillus fumigatus fué observado la
primera vez por Fresenius, en 1841, en la cavidad
respiratoria de un cobayo.

En cultivo puro fué obtenido la primera vez por
Wehmer, quien lo ha observado frecuentemente
sobre substancias vegetales, como papa, pan, mos-
to de cerveza, malta, etc.

Otto lo ha aislado del aire y de la harina de
trigo. Ha sido encontrado en algunas fermenta-
ciones (fermentacion lactica). Segtin Cohn, posee
también un poder termogeno. Sobre maiz putre-
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facto fué observado la primera vez por Gosio, des-
pués por Ceni y Besta.

Muchos observadores han frecuentemente en-
contrado el Aspergillus fumigatus en las orejas,
(otomicosis aspergilares), v en el aparato respira-
torio, bronquios y pulmones (neumomicosis asper-
gilares), y en otras cavidades y organos del cuerpo
humano 6 de animales.

Caracteres morfolégicos. — Cabezuelas coni-
di6foras pequenas (30-40 micrones) delgadas,
sostenidas por un pendunculo corto (0,1-4 mm.)
incolor; columela existente clavata del diametro
de 10 4 20 micrones; esterigmas salientes solo
sobre la parte superior de la columela, dirigidos en
alto, mas 6 menos tupidos, de un largo de 6 a 15
micrones.

Conidios reunidos en cadena de 15 y maés, es-
féricos, ligeramente alargados, verdosos, lisos y
pequenos.

Caracteres culturales.—Color de la capa co-
nidifera verde-penicilo degenerando mas tarde en
verde - grisaceo. Kl color varia pero sensible-
mente segun la substancia del substratum. FEl
Aspergillus fumigatus fluidifica la gelatina. Da
lugar 4 la formacién de diastasas. 'Tiene esporos

muy resistentes.

ASPERGILLUS GLAUCUS

(BEurotium Herbariorum. — Eurotium Glaucum.
Aspergillus Medius. — Eurotium Repens. —
Eurotium Rubrum).

Es uno de los hifomicetas mas y mejor conoci-
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do. Fué obtenido por primera yez en cultivo puro
por Wehmer. Es una especig tonocida-desde mu-
cho tiempo, muy difundida y«"ébmunisirﬁ@%obre
plantas desecadas, herbarios, hojas muertas, cor-
tezas, conservas de frutas, pan, tabaco, cigarros,
cueros viejos, etc. Ha sido encontrado. -sobrd ‘el
maiz putrefacto por Cattaneo. l

Tiraboschi lo aislé ‘en cultivo puro de un inaiz
proveniente de La Plata. Ha sido encontrado tam-
bién en las orejas humanas por Haten.

Segiin Nomura el Aspergillus glaucus junto
con el Aspergillus flavus, son los agentes deter-
minantes de la enfermedad denominada Cocoon
fungus. Behrens afirma que casi tGnicamernte al
Aspergillus glaucus son debidas las frecuentes
alteraciones que se verifican en el tabaco en hoja
en los cigarros y en el lipulo. Por ultimo recorda-
ré que el Aspergillus glaucus ha sido encontrado
debajo de la corteza de avellanas y de las nueces.

Caracteres morfolégicos. — Hifas estériles de
3 4 12 micrones. Cabezuelas grandes (80 4 100 mi-
crones). Columela grande y redonda. Esterigmas
simples, cortos y gruesos. Conidios (exdsporas)
esféricas U ovalados, lisos y de dimensiones varia-
bles.

Peritecios desnudos (sin membranas), peque-
fios esféricos, con parénquima delgada y constitui-
da por un solo tabique de células, de un color ama-
rillo-parduzco, contenentes numerosisimos ascos
de forma ovalada, cada uno de los cuales contiene
de 5 a 8 esporos (ascosporos), lisos, 1ncoloros,
elipsoidales, con un surco longitudinal de 7 & 10
micrones de largo.

Caracteres biolégicos y culturales.—La colo-
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nia espurulada es, originariamente, de un hermoso
color verde. Luego se pone mais obscuro, hasta
llegar 4 tener una coloracién parda.

Debido 4 la formacién de granulos pigmenta-
dos, también el micelio asume sucesivamente una
coloracién amarillo-claro, amarillo-rojizo, rojo-
pardo y pardo.

El olor que despiden los cultivos del Asper-
gillus glaucus depende, principalmente, del modo
de cultivo y de su edad. Es por tal motivo que &
veces recuerda el olor del tabaco, otra de los hon-
gos y algunas veces el del queso putrefacto. No
fluidifica la gelatina. Wehmer asegura que la
fluidifica, aunque lentamente, cuando la gelatina
estd preparada con mosto de cerveza. Segun Du-
claux el Aspergillus glaucus produce una diastasa
capaz de transformar el almidon en azdcar. Segin
Wehmer, tiene la propiedad de determinar una
fermentacién ox4lica. Schiffer atribuye al Asper-
gillus glaucus la propiedad de producir una inver-
tina, una inulasa y una maltasa. Pasteur se ocupd
del Aspergillus glaucus notando que, sumergido en
la cerveza, produce acido carbdnico y alcohol. Coa-
gula la leche, peptoniza la caseina de la leche y de
las plantas, la fibrina y la ovo-albumina coagulada.
Por 1ultimo, 4 propdsito de la actividad biolégica
del Aspergillus glaucus, es de suma importancia
hacer mencién de la propiedad descubierta por el
profesor Gosio, que tiene de la transformacién de
la serie grasa en serie aromatica, con produccion
de compuestos, que pertenecen al grupo de los
acidos fenolicos. Tratando con éter etilico ecul-
tivos de Aspergillus glaucus en liquido de Raulin
acidificado con acido fosfoérico, se pueden extraer
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los 4cidos fenélicos y, evaporando el disolvente,
obtenerlos en el residuo, sobre el cual se puede ha-
cer reaccionar el cloruro férrico, -que produce una
caracteristica coloracién violacea. !

El desarrollo del Aspergillus glaucus en los
medios de cultivos comunes, es muy lento y peco
vigoroso. Se desarrolla mejor sobre gelatina con
mosto de cerveza, sobre el pan, sobre agar al liqui-
do Raulin y sobre gelatina con sacarosa.

La formacion de peritecios tiene lugar con su-
ma facilidad y abundantemente sobre casi todos
los substratum y no requiere especiales condicio-
nes de temperatura, de humedad, de aereacién 6
de luz.

El Aspergillus glaucus crece bien hasta tem-
peraturas bajas, pudiendo llegar hasta los 7° ¢. El
maximum es de 37° ¢. y el 6ptimum de 150-20° Es
util observar pero, que tales limites no son riguro-
samente fijos, pues el Optimum, por ejemplo,
segiin Wehmer, seria de 27°-29°, mientras que, se-
gun Klebs, seria de 20-25°

ASPERGILLUS VIRENS
(Link y Saccardo)

Su descripecién ha sido hecha por Link y Sac-
cardo, pero no ha sido obtenido todavia en cultivo
puro.

Por tal motivo es incompleta y limitada 4 los
siguientes datos:

Hifas fértiles de 2 milimetro de largo, ra-
mificadas. Cabezuelas verdes, gruesas. Vescicula
de 30 micrones de diametro. Conidios pequeiios
(3 micrones) redondos, verdes.
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MUGOR MUQEDO
(Brefeld)

Mucor vulgaris. — Mucor Shaerocephalus

El Mucor mucedo pertenece 4 las familias de
las Mucoraceas, orden de las Zigomicetas. Se en-
cuentra sobre casi todas las substancias organicas
de origen animal y vegetal en descomposicién y
especlalmente sobre las substancias escrementicias
de los ecarnivoros y herbivoros. Alguna vez se ha
encontrado sobre el hombre y sobre los animales.
En las abejas es muy frecuente y les produce una
enfermedad especial llamada Mucorina (Hess).

Caracteres morfolégicos. — Pedunculos espo-
rangiferos altos de 2 4 15 emt. y de un ancho de 30
4 40 micrones, sin tabiques transversales, de pared
robusta, lisa é incolora. Esporangios grandes (100-
200 micrones), esféricos, primeramente amarillen-
tos y después grises. La membrana esporan-
gifera se licua facilmente dejando un cuello basi-
lar inerustado de cristales menudos y aciculares
de oxalato de cal. KEsporos esferoidales, ovales 6
elipticos, de 6 4 12 micrones de ancho, con mem-
brana lisa é incolora. Los zigésporos son muchos
mas grandes (190-200 micrones, esferoides con con-
tenido y membrana interna incoloros y con mem-
brana externa negra, provistos de apéndices grue-
sos y duros.

Caracteres culturales.—Crece rapidamente y
vigorosamente sobre todos los medios nutritivos
comunes, (pan, papas, polenta, ete.), 4 la tempera-
tura ambiente (20°-25° ¢.) En prinecipio forma una
capa blanco-sericea y blanco-plateado, que pasa
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siempre mas al gris y que lega 4 alturas conside-
rables cuande el substracto es proplclo y hay
abundancia de oxigend. Sus esporos son resisten-

tisimos, siendo capaces de germinai después de
mas de un afo.

ASPERGILLUS CANDIDUS
(Wehmer)
(Aspergillus Albus)

Fué obtenido en cultivo puro por primera vez
v descripto por Wehmer. Se encuentra preferente-
mente sobre substancias vegetales en putrefaccidn,
en el pan negro de Vesfalia, llamado Pumpernic-
kel, en el Kohlbriihe (coles fermentados), en la
orina descompuesta, en el queso vieio, ete.

Caracteres morfolégicos.—Cabezuelas conidié-

foras de dos formas distintas en el mismo cultivo
a) Grandes, con columela esférica y con es-

terigmas ramificadas. Conididforo largo,
rigido y delgado, con pared muy gruesa y
robusta.

b) Cabezuelas mucho mas chiquitas, con colu-
mela esférica y clavata v con esterigmas
simples. Conidiéforos mas cortos. Coni-
dios elipsoidales finamente punteados 6
lisos. Peritecios desconocidos.

Caracteres culturales.—Micelio fértil primera-
mente blanco nieve, después crema, algunas veces
amarillento, hasta pardo-obscuro. Tiraboschi ha
observado que en los cultivos viejos el color erema
tiene reflejos verdosos. El aspecto del estrato
conidifero es, generalmente, granuloso, pero algu-



nas veces es liso 6 ligeramente pulverulento. Se
cultiva con suma faeilidad al estado puro.

Los mejores medios culturales son el arroz y
el pan blance cocidos. Lo mismo que el Penicillium
brevicaule, él Aspergillus candidus prefiere, 4 dife-
rencia de los demas hifomicetas, medios de cultivo
a franca reaccién alcalina.

Su desarrollo tiene su 6ptimum 4 los 20° e.
Ya 4 los 37° e. no crece de ninguna manera. Flui-
difica lentamente la gelatina. En los cultivos en
medios azucarados 6 en mosto, se observan facil-
mente fenémenos de fermentacion.

TECNICA BACTERIOLOGICA

Tomando como base la oportunidad de hacer
crecer el organismo sobre el mismo vidrio cubre-
objeto sobre el cual debe prepararse para la obser-
vacion mieroscopica de las hifas carpdforas, que
son los organos sohre los cuales se basa la identifica-
cion de los hifomicetas, de los tantos métodos que
hay, he elegido el de Pavoni modificado por el pro-
fesor Gosio v que es el siguiente:

Se toman unos tubos de ensayo de los mas
grandes, se vierte en cada uno de elles de 2 a4 3
em® de caldo, 4 otro liquido nutritivo apropiado
v se deposita en su fondo un cubreobjeto.  Come
norma se debe tener presente que la cantidad de
-aldo, las dimensiones del tubo de ensavo v las del
cubreobjeto tienen que ser proporeionados 4 la
necesidad de que este tiltimo sobresalga del lHguido
algo mis de los dos tercios de su superficie total.

Fig. S.



CULTIVO DE HIFOMICETAS SOBRE VIDRIO
(Método PavoN1i—GoOSIO)
Fig. S.
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Se cierran los tubes de ensayo con un tapdén
de algodén, se esterilizan al .autoclave y se proce-
de 4 la siembra. Un pequefio rastro del material
tomado del cultivo puro se coloca sobre un lado
del cubreojeto correspondiente a4 la superficie
del liquido y, mojando repetidamente el ansa ‘de
platino en el caldo, se trata de bien distribuirla,
evitando de que se acumule en determinados pun-
tos. Se coloca luego el tubo en el termdstato 4 la
temperatura de 37° En poco tiempo la superficie
del caldo se cubre de una pelicula vegetativa, la
cual paulatinamente va extendiéndose también
sobre el vidrio ecubreobjeto, siendo visible 4 sim-
ple vista. Dicha pelicula, generalmente espesa
sobre la superficie del caldo, se va haciendo mas
delgada sobre el cubreobjeto hasta reducirse 4
muy escasas ramificaciones.

Generalmente después de 10-12 horas, ma-
ximo si el gérmen es de proveniencia parasitaria,
tiene lugar la formaecion de conidios, que se mani-
fiesta por un cambio del color y del aspecto del

micelio.
Es de notar que tal fructificacién se verifica

mejor 4 la temperatura de 20°-25°, y que por tal
motivo, después de haber obtenido la vegetacion
miceliar al termdstato, es oportuno exponerla a las
indicadas temperaturas para obtener los esporos.
Entonces se extrae el portaobjeto con una pinza,
se le limpia con un cepillito de las partes maés
gruesas de la patina vegetativa, dejando sola-
mente las expansiones mas aisladas del micelio,
se hace evaporar el liquido del cultivo y se fija el
preparado al calor, usando las precauciones del
caso.
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al objeto de evitar la posibilidad, en los ensayos
practicos sucesivos, el empleo de hifomicetas con
tejido saturado de productos arsenicales.

Las otras pruebas no han sido menos eficaces
de la primera. Después de un tiempo méas 6 me-
nos igual, he visto aparecer la superficie de los
recipientes cubiertas de colonias de hongos di-
versos.

Las especies que he conseguido aislar, reco-
rriendo 4 todos los medics de identificacion des-
criptos en este trabajo, han sido:

Aspergillus glaucus (Eurotium herbariorum).
Mucor mucedo.

Penicilllium brevicaule.

Aspergillus candidus (Albus).

TECNICA OPERATORIA

El principio de la investigacién kioldgica es el
siguiente:

S1 4 un medio nutritivo adecuado se mezcla, en
proporeones convenientes, una substancia que con-
tiene arsénico, se esteriliza al calor himedo duran-
te 10-30 minutos, 4 una presiéon de 1 4 1 V2 atmoés-
feras, y luego se siemhra un arseniomiceta activo,
después de 24 horas mas 6 menos, el cultivo- emana
un pronunciado é inconfundihkle olor & ajo percep-
tible al olfato mas obtuso. Si el aire que contiene
este gas se hace pasar & través de oportunos medios
oxidantes se puede facilmente demostrar, por re-
acciones quimicas, la presencia tn ellos del arsé-
nico.

Si el gas que se pone en libertad fuera hidroé-
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Por tultimo se proce’de'é la, observacién micros-
copica directa. 6 prev1a ¢oloracion del preparado,
usando las comurnes normss de la téenica hacterio-
l6gica. Los arseniomicetas toman bien todos Ios €0-
lores basicos de anilina, pero en mis investigaciones
vo he preferido, siempre con 6ptimo resultado, la
fuesina fénica de Ziehl, la violeta de genciana y el
azul de Loeffler.

Para aislar los hifom’cetas que tienen la pro-
piedad especifica de descomponer las combinacio-
nes fijas del arsénico apropiandose el metaldide en
una melécula organometalica volatil, no he hecho,
sencillamente, mas que aprovechar de la misma
propiedad electiva de tales hongos, v facilitarles
el medio mas apropiado para su vegetacion. A tal
propésito, he mezclado, en partes iguales, miga de
pan blanco, reducida en polvo fino, con pulpa de
papas cocidas y machacadas; he humedecido con
una solucién de arsenito de potasio al 2 oloo v he
distribuido en recipientes de vidrio en forma de
cristalizadores chatos, colocados en sitios diferen-
tes y sin tapar, 4 fin de que se contaminaran.

Con el mismo objeto y enla misma forma, he
preparado purés de zanahorias cocidas, y mezclas
de retazos de cuero viejo y papel podrido.

Después de pocos dias, una verdadera patina
de hongos cubria la superficie libre de los recipien-
tes expuestos a4 la contaminacién, emanando un
pronunciado olor 4 ajos. Seguro asi de operar en
ambiente contaminado con gérmenes de arsenio-
micetas, he repetido la prueba en la misma forma
descripta anteriormente, pero evitando el empleo
de la solucién de arsenito de potasio para humede-
cer el medio de cultivo, usando, en vez, agua sola,
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geno arsenical, se podria decir, seglin la expresion
del doctor Gosio, que tendriamos un aparato de
Marsh bioquimico.

Teniendo presente que hay qué contar siem-
pre con los dos importantisimos factores, el aire y
la humedad en el cultivo de los hifomicetas, y que
prefieren los medios que contienen hidratos de
carbonio (almidén-glucosio), los medios de cultivo
mas apropiados son el pan blanco y las papas,
teniendo en cuenta también la gran facilidad de
tenerlos siempre 4 mano y en las condiciones refe-
ridas.

Abel v Buttemberg prefieren el empleo del
pan. Si el méterial que se ha de examinar es liqui-
do, se le anade toda la miga de pan que sea necesa-
ria para absorberlo por completo y ain para que
queden en la superficie algunos granos de miga se-
ca. Si es so6lido, se pulveriza 6 se corta en pedazos
pequeiios, se pone en un matraz de regulares
dimensiones, re anade aproximadamente un volu-
men igual de miga de pan, se mezcla bien y luego
se humedece con un poco de agua. Se cilerra el ma-
traz con un tapon de algoddn y se esteriliza al auto-
clave durante 10-30 minutos & una presion de 1 4
1 2 atmoésfera. Se deja enfriar y entonces se siem-
bra. Para la ino:ulaci‘n se toma un trozo de papa
sobre el cual se haya desarrollado el hongo v cuyo
cultivo contiene gran cantidad de esporos, se pone
en un matraz con caldo y se desmenuza lo mejor
posible. Con las oportunas precauciones se vierte
este liquido, en ¢l cual estan en st pensién los gér-
menes del hongo, en ¢l matraz qu~ contiene el ma-
terial sospechoso v preparado en ta forma deserip-
ta, procurando no echar mas que el que pueda ab-



sorber el medio de cultivo, piés si 1a humedad es
un factor indispensabple, un-exceso de Q’l‘la‘,‘diﬁc‘ulta
el crecimiento del hongo. Sobre la boca del frasco
v del tapén de algodén se adapta un capuchén de
goma. Se puede dejar el matraz 4 la temperatura
ambiente, pero es preferible mantenerlo en una
estufa 4 la temmperatura de 37° Es ya casi una
prueba de que se han formado ecombinaciones vola-
tiles de arsénico en el cultivo, la aparicién sobre el
mismo de colonias extensas del hongo. Tales colo-
nias aparecen va, en condiciones favorables para
su desarrollo, a las 24 horas.

A los dos 6 tres dias las colonias se multiplican
tan extraordinariamente que es ya posible formu-
lar el diagnéstico. Si no se percibe olor alguno, se
tapa el frasco y al dia siguiente se repite la prue-
ba una 6 dos veces.

El profesor Gesio es decidido partidario del
empleo de las papas. Originariamente el hacia co-
cer las papas al vapor de agua, las limpiaba, las-
machacaba en un mortero v luego le agregaba la
substancia en examen. Después adopté el sistema
de introducir trozos de papas, junto con el mate-
rial de examen, en algunos tubos de ensayo 4 la
Roux v proceder 4 su esterilizacién. Practiea-
mente se procede en las siguientes formas:

Fig. M. N.

1.° Se practica un agujero, en el sentido lon-
gitudinal de la papa, y en él se deposita el mate-
rial en examen - Iz1ego se cierra el agujero con un
pedacito cilindrico:.de la misma papa. Se procede
4 la esterilizacién ¥ se siembra el hongo en la cara
libre de la papa.
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2." Se practica un corte incompleto de la papa
a lo largo del eje longitudinal, se introduce en el
corte el material en examen, se esteriliza y se siem-
bra el hongo en la forma arrika indicada.

En todos los casos es necesario tener presente
que los acidos minerales, como el acido sulfurico y
el acido clorhidrico, dificultan el desarrollo del hon-
gc. Para evitar su accién destructora se neutra-
lizan empleando carbonato de calcio, el cual aun
en exceso, no perjudica nunca la vida del hongo.
También se puede impedir la accién destructora
de los alealis, neutralizandolos con acido nitrico 9
tartarico, los que también pueden existir en exceso
sin dificultar el desarrollo del cultivo.

Es preferille, siempre que se trate de englo-
bar el material en examen en un ‘‘pabulum’’ nutri-
tivo, el empleo de las papas. Si su acidez puede
constituir un okstaculo a4 la germinacion del hifo-
miceta, se neutraliza con un hano de soluciéon hi-
drica de soda. Las ventajas que motivan esta
preferencia para las papas, se fundan sobre la
posibilidad de contaminaciéon del pan, el cual, como
se save, puede contener arsénico, debido, sea al uso
del acido clorhidrico vy del bicarbonato de sodio
para provocar una fermentaciéon artificial, como al
agregado del alumlre, para acentuar su blancura,
vy 4 otras causas conocidas.

Hay que tener en cuenta que los arsenio-
micetas estin sicmpre en condiciones de ejercer sn
actividad especifica con la sola condicion de ser
puestos en presencia del arsénico que se sospecha
presente. Si1 la materia en examen es de por si sola
6 puede transformarse en un buen medio de eul-
tivo como por ejemplo la carne, la leche, la orina,
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la cerveza, el vino,.las harinas, ete., no hay mas
que alcalinizar en caso de acidez, 6 neutralizar en
caso de excesiva alcalinidad, agregar agua, azucar,
ete. .

Cuando la materia no es facilmente adaptable
al medio nutritivo, se engloba en un “pabulum’’
adecuado, conforme 4 las indicaciones precedente-
mente descriptas. Por 1ultimo, habiendo motivos
de sospechar arsenical cualquiera de las substan-
cias usadas 0 agregadas para la formacion del me-
dio nutritivo, se procede previamente 4 un ensayo
de control del material, libre de la substancia en
examen, sirviéndose del mismo método bioquimico.

En mis aplicaciones experimentales, tratando-
se de ensayos de orina, que ya por si misma es un
excelente medio de cultivo, he adoptado el método
de Abel y Buttenberg, procediendo en la siguiente
forma:

He practicado en cada caso un analisis quimico
sumario de la orina 4 examinar. Las que daban
reacciéon acida las he neutralizado, agregandoles
carbonato de calcio en exceso. Liuuego he hecho eva-
porar hasta consistencia siruposa, al objeto d=
obtener mayor concentracion, facilitando de esta
manera el resultado de la bioreaccion.

He colocado en matraz anadiendo toda la
miga de pan, exenta de arsénico, necesario par:
absorberla por completo y aun para que queden eti
la superficie algunos granos de miga seca. He cerra
do el matraz con un tapén de «lgoddén y he este
rilizado al autoclave durante 30 minutos, 4 una
temperatura de 120° (presién de 1 V2 atmosfera)
He dejado enfriar y he inoculado un pequefio frag-
mento de micelio de cultivos de algunos de los hon-
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gos aislados, he adaptado. sobre la boca del fraseo
y el tapon de algoddn, un capuchén de goma y he
colocado en estufa & la temperatura de 37°. Al
cabo de 48 horas, mas 6 menos, hé practicado la
primera observacion. No resultando positiva, he
continuado examinando cada 24 horas, durante 14
6 15 dias. Después de este periodo de tiempo, v
controlando siempre con alguno de los métodos
quimicos descriptos en este trabajo, anotaba el
resultado.

Con este procedimiento uniforme he practica
do todos los ensayos.

Aunque en mis aplicaciones practicas, tratan-
dose de anilisis biosintéticos de orina, hay que
excluir a priori la presencia de compuestos de Sele-
nio y Telurio, creo necesario hacer notar que los
compuestos de estos metaldides en presencia de
vida microbiana pueden ser transformados en
compuestos volatiles de ‘‘olor caracteristico”
Las hifas de tales microorganismos se colorean en
pardo en presencia de compuestos arsenicales y en
negro y rojo, respectivamente, por los de telurio y
selenio.

Este fenémeno fué notado la primera vez por
Maassen. Posteriormente fueron practicadas ex-
periencias por Maggiora, Segale y Gosio.

La rapidez dec la reaccion en los tres metaloi-
des es directamente proporcional a4 su respectivo
peso atéomico, mientras que su sensibilidad resulta
inversamente proporcional al mismo.

El olor de los covapuestos volatiles del telurio v
selenio que se forma es diferente del de los com-
puestos arsenicales.

Ademas, mientras el niimero de los microorga-
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nismos que reaceionan con los compuestos del arsé-
nico, conforme he tenido ocasién de indicar al prin-
cipio de este trabajo, es limitadisimo, se conocen
ya casi 200 especies de hongos que reaccionan con
los compuestos de selenio y telurio. -

En cualquier caso de duda, por consiguiente,
entre el arsénico, el selenio y el telurio, no queda
mas que, limitandose al ensayo biolégico, repetir
la prueba con alguno de aquellos hongos que no
poseen influencia alguna sobre el arsénico.

Funddndose sobre los hechos mencionados, el
profesor Gosio ha descubierto una aplicacién prac-
tica y utilisima, la Esterilizacion visible, practica-
da por medio de compuestos de telurio y selenio y
en especial modo por el ‘‘telurito de potasio”

En un liquido que contiene en soluciéon esta
sal, se forma, en presencia de vida bactérica, un
precipitado negro 6 rojizo, al ecabo de poco tiempo
Creo inutil hacer notar la importancia de tal fens-
meno, que abrirda seguramente y en poco tiempo,
nuevos rumbos 4 la técnica de la esterilizacién,
que constituye hoy en dia un factor de incalculable
valor para la terapéutica moderna.

ENSAYO QUIMICO
DEL GAS DE LOS ARSENIOMICETAS

La base de un ensayc quimico del gas de los
arseniomicetas se funda sobre la propiedad que
tiene el gas de ser oxidable. Buscando los medios
oxidantes mas adecuados, en los cuales es luego
facil caracterizar el metaléide con sus reacciones
tipicas el prof. Gosio utilizé al principio el 6xido de
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cobre calentado al rojo duranté 3 6 4 dias. Incon-
venientes de indole practica, como la pérdida de
mucho tiempo, y de naturaleza técnica, como la
frecuencia con que el cobre contiene arséniro. lec
hicieron ahandonar este procedimienton.

Muy serios inconvenientes presenta también
la calefaceion directa del gas en tubos, 4 fin de
obtener depédsitos metélicos, sobre todo debidos a
la extraordineria cantidad de gas necesario. Se
simplifica en vez cnormemente el ensayo, aprove-
chando la enérgica propiedad oxidante del perman-
vanato de potasio. El procedimiento es sencillo v
se reduce a hacer pasar el gas que emanan los cul-
tivos de arseniomicetas adicionados de las materias
arscnicales, en una solucion caliente de perman-
ganato de potasio purisimo acidificado con acido
sulfarico.

La operacion puede durar dos 6 tres dias,
cgregando un poco de la solucion oxidante 4 me-
dida que se va decolorando. Al final, la solucién es
concentrada y tratada con acido sulfuroso para
destruir el exceso de permanganato. I.ibre asi del
reductor, se filtra y se introduce en el aparato de
Marsh, procediendo al reconomiento del arsénico.

Para mayor facilidad en la ejecucién del pro-
cedimiento, describo 4 continuacién el dispositivo
util’zado para la recoleccién del gas y su deter-
minacion con las comunes reacciones quimicas:

El tubo de ensayo A, fig. 2, que contiene el cul-
tivo, comunica con un frasco de Erlenmeyer B, que
contiene una soluciéon de permanganato de potasio
celdificado eon dcido sulfarice, y que es calentado
a halio-maria. Aspirando por el tubo M, el aire que
cntra por S pasa 4 través de un filtro de algoddon
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C y sale del tubo A cargado de gas producido por
el cultivo, refiltrandose en €’ y pasando por el tubo
T, llega en la solucién permanginica.

Queriendo, como puede observarse, tener una
confirmacién indiscutible de los resultados biosin-
téticos, con el aparato de Marsh, los cultivos de
los arseniomicetas se limitarian & sustituir la des-
truccién de la materia organica, realizando, en
provecho del resultado final, ventajas de un valor
extraordinario. Efectivamente, sea con los méto-
dos basados sobre la oxidacion del metalbide
(Briigelman, Fresenius y Babo, Gautier, etc.),
como los que recuperan el arsénico por destilacion
bajo forma de cloruro, (Schneider, Fyfe, Fischer,
ete.) que, por ultimo, con los métodos electroliticos
(Wolff), las operaciones son largas y engorrosas,
se necesitan aparatos complicados, un largo y pa-
ciente trabajo de laboratorio y, al final, en presen-
cia de un resultado negativo, tratindose de mini-
mas cantidades, hay indecisién. Con el cultivo de
los arseniomicetas es, al contrario, posible una
diagnosis tamhién fuera del laboratorio, considera-
do la facilidad de las operaciones y la modestia
del material necesario.

Lanzando entonces, como elegantemente dice
la distinguida doctora Neppi de Milan, un desafio
a todos los aparatos quimicos, 4 todas las varias y
dificiles operaciones que hay que ejecutar para
aislar de los demas compuestos el metaldide, la
microscépica célula del hongo entra en el campo
y sale victoriosa. Guiada, puede decirse, por un
instinto, sabe buscar el arsénico hasta cuando se
encuentra & distancia, también en cantidades in-
finitesimales (Gosio llegd 4 revelar gr. 0,0000001
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de arsenito sbdico en medio kilégramo de pan), lo
engloba, separandolo de las mezclas y combinacio-
nes mas complejas que puedan imaginarse y tiene
la gentileza de entregarnoslo en forma simple y
facilmente accesible al analisis.

NATURALEZA QUIMICA

DEL GAS DE LOS ARSENTIOMICETAS

Desde los primeros estudios del profesor Go-
sio, fué caracterizado como una arsina, en base 4 la
presencia de carbono y 4 su comportamiento con
los 4lealis.

Seria demasiado largo hacer una resena de
todos los trabajos hechos por analistas de recono-
cida fama respecto 4 la constitucién quimica del
gas de los arseniomicetas.

Las dificultades mas grandes se han encontra-
do en este estudio, pues se trata de un gas de
difieilisima manipulacién, con caracteres mas bien
de vapor y que resulta inseparable de los liquidos
a los que se hace llegar  El alcohol, el éter v el
cloroformo lo absorben ficilmente, pero al evapo-
rar el disolvente, 4 pesar de todas las mavores
precauciones, no cs posible obtener el gas libre de
impurezas.

Se debe al profesor Biginelli, de Roma, la
resolucion de este importante problema. Haciendo
pasar el gas organometilico por el liquido de
Bergé y Reychler, compuesto de:



H, Ci, P 12
H Cl eeeide »,. 20
H, O » 80

Se obtiene un depédsito de cristales bien de-
finidos, facilmente purificables mediantes simples
lavajes acuosos, estables y de alto peso molecular.
Deshechos entre los dedos emanan un olor a ajos
caracteristico. Su anélisis cualitativo, practicado
por el profesor Biginelli, demostré la presencia de
mercurio, cloro, arsénico y substancias organicas.
Kl analisis cuantitativo, rigurosamente practicado
por el mismo Biginelli, dié los siguientes resul-
tados:

Cl — 20,70
Hg = 59,35
As — II,26
H — 1,56

Estos datos llevan 4 la conclusién que la subs-
tancia en examen es el compuesto merelrico de
una arsina dietilica, con la siguiente férmula de
constitucion:

H

AN
As<
C: Hs 4- H, CI’

C* Hs - H, CI




6 la f6rmula doble:

-
NAs == (C° H9 4 2 H, CI°
H/ As — (C Hoy 4 2 H, C°

La arsina libre correspondiente, es decir el
producto 6rganometalico volatil, que emana de los
arseniomicetas en presencia de arsénico, seria:

H Cz Hs
NAs”
\ Cz Hs

Es muy probable que la dietilarsina se forma
con la condicion de que sea posible al miero-
organismo no solo ‘‘estrinsecar’ su accidén especi-
fica sobre el arsénico, sino también provocar una
fermentacion etilica. Biginelli lleg6 4 obtener va-
rios derivados de este compuesto fundamental.
Bajo la acciéon del agua, 4 la temperatura de 1000 c.,
tuvo un compuesto cloromercurico del tetraetil-
diarsonio:

H
As —=(C, ) 42 H, CT’
O\
> As = (C* H%) 4+ 2 H_CP’
H

Con la accion consecutiva de los alealis fijos v
del yodo, obtuvo el yoduro del tetraetildiarsonio:



Obtuvo también el sulfato por la sustitucién
de los dos atomos de Y con el radical SO*.

H
\AS — (CZHS)"
/NS0,
\\/ S04
JAs — (C*H3)

Obtuvo el acido tetraetildicacodilico y, por fin,
comprob6 que, junto al compuesto mercirico de la
dietilarsina, se encuentran indicios de cloro-arse-
niuros de hidrargirio. Este indicio de la formacién
de pequenas cantidades de hidrégeno arsenical,
confirmaria la suposicion hecha por Gosio al
comenzar sus estudios sobre la accién de los arse-
niomicetas:

““En las fermentaciones de los arseniomohos
en presencia de compuestos fijos de arsénico pue-
den desenvolverse pequefias .cantidades de hidroé-
geno arsenical con otro compuesto mucho mas
importante y resultante probablemente de la aso-
ciacion del metaldide 4 radicales alcohélicos 6 alde-
hidicos”

Los caracteres mineralégicos de los cristales
que se depositan en el liquido de Bergé y Beychler,
no son menos interesantes que los datos quimicos.
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Ellos fueron -estudiados la primera vez por Tacco-
ni, del Instituto Mineralgico de Pavia y los datos
recogidos son los sigulentes:

Sistema cristalino: Triclino oloédrico.

a:b: e = 1,54787: I: 2,37709
A—126°8" 30"'—B=123° 14’— C =85 41°30"’

Formas observadas:

{IOO}}OIO({OOI}{IIO})IOI(

100 —O001 51°16°
100—01I0 68°27’
0OI0—O001 48°51’
00I—1I01 96°57
I00—1I10 74°35’

Cristales incoloros, tabulares segun (001) y
ligeramente alargados segin el eje y El didmetro
maximo raramente supera un milimetro de largo.
Trazas de esfaldaduras paralelamente al pinacéi-
de (100).

Las propiedades oOpticas son carvacterizadas
por un eje éptico que sale de la (001) muy inelina-
do; una direceion de extinsion sobre la misma cara
(001) con el arista 001-100, un dngulo de 37°-38°
hacia el angulo C agudo.
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APLICACIONES- EXPERIMENTALES

Ademas del profesor Gosio, que es el verdadero
descubridor de la llamada prueba biolégica, toda
una serie selecta de hombres de estudio de todo el
mundo, como Abba, Emmerling, Brunner v Mor-
purgo, Di Mattei, Abel y Buttemberg, Schmidt,
Hausman, (talli Valerio, Frassi, Ghiglione, Maggio-
ra, Maassen, Segale, Biginelli, Rosenheim, Borelli.
Justo, ete., se han ocupado del argumento en traba-
jos (31ent1ﬁcos de valor indiscutible, con los cuales
han sancionado la bondad de la bioreaccion arSe-
nical como método cientifico de investigacién,

Si el ntimero de autores que se han ocupado de
este problema, sea por sus proyecciones interesan-
tes vy maltiples en el vasto campo de la biologia,
que por la importancia de sus aplicaciones prac-
ticas, industriales v comerciales, el de los ensavos
practicados y de las substancias ensayadas no lo ha
sido menos. Todo, 6 casi todo, ha sido analizado
por medio de la célula de los arseniomicetas. Y en
todos los casos, cuando se han observado las pre-
cauciones propias de esta clase de investigaciones,
se han obtenido resultados altamente satisfacto-
rios. En muchos laboratorios europeos ocupa, por
la rapidez con la cual es posible formarse un crite-
rio exacto sobre la presencia del arsénico en un
numero extraordinario de materias diferentes, cl
puesto de reactivo de primer orden, asi para en-
sayos previos, como para constataciones de unpor-
tancia, con las cuales se demuestra la superioridad
del método biosintético sobre el método quimico,
con la mavor evidencia. Asi por ejemplo Abba, que
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en un analisis de harina, pudo dar, con mucho tiem-
po de anticipacién que otro perito, la alarma sobre
su contaminacién por compuestos.arsenicales; y
Kobert que en una investigacién médico-legal,
practicada sobre un cadaver exhumado después de
veinte dias, el resultado biolégico fué tan admirable,
que sirvi6é en la misma corte criminal, 4 llevar una
prueba. palpable del delito.

Y Kobert recomienda, precisamente eomnio
prueba objetiva quimico-legal, el ensayo biosinté-
tico. Ghiglione, Chiappella, Cevey, Chiappori y
Borelli en sus trabajos notables sobre el mismo
argumento demuestran la superioridad del método
biologico. Y en el pais el doctor Felipe Justo.
adoptandolo como el més practico, seguro y rapido,
ha utilizado el método biolégico en la investigacion
de los compuestos arsenicales desprendidos de las
pinturas, papeles y géneros coloreados, como causa
de contaminacion de la atmoésfera de las habita-
ciones.

A parte su indiscutible valor intrinseco, el tra-
bajo del doctor Justo tiene el mérito de haber lleva-
do por primera vez & un laboratorio argentino, el
laboratorio del Instituto de Higiene de la Facultad
de Medicina de Buenos Aires, la practica de esta
clase de interesantes investigaciones y de haber
hecho participar en ellas 4 los alummnos del curso
de higiene experimental, vulgarizando, en esta
forma, una verdadera conquista de la ciencia.

Modesta y limitada 4 mis fuerzas, quiero vo
también llevar mi contribucién prictica personal,
y en la dificil eleceién del material de andlisis, por-
que desde las substancias alimenticias & los metales,
desde las aguas minerales y los medicinales al mas
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variado material de interés de la toxicologia, desde
los productos de la industria & los preparados
comerciales, todo ha sido analizado, me interesé,
siguiendo mi tendencia natural 4 las investigacio-
nes de quimica aplicada 4 la clinica, de un proble-
ma que creo de importancia y de actualidad, es de-
cir, la eliminaciéon del arsénico posteriormente &
la administracién del 606 (diclorhidrato de dioxi-
diamido-arseno-benzol), 6 de su novisimo sustitu-
to, el 914 (dioxidiamidoarsenobenzol-mono-metan-
sulfinato sédico).

CHOAsN CH OSONa

Siendo la eliminacién la prueba mas segura
de la absorcién de los medicamentos, hay que tener
en la debida consideracion la relacién con su poso-
logia. Tratandose después de medicamentos heroi-
cos, como el Salvarsan y el Neosalvarsan, de los
cuales se ignoran las transformaciones bioquil-
micas y 4 los cuales no se puede negar, por sus ori-
genes, un cierto grado de toxicidad, es importante
determinar la duracién de la eliminacién, para
tener un criterio sobre su permanencia en el orga-
nismo.

En general se puede afirmar que al mecanismo
de acecién rapida, que Ehrlich ha buscado por su
preparacién, corresponde una d{iminacion igual-
mente rapida. KEs, 4 tal propdésito, ficil notar la
diversidad del modus operandi del nuevo remedio
en relacién 4 los preparades mercuriales en gene-
ral v 4 los insolubles en particular.

Para estos es tanto mejor la eficacia cuanto
més larga es su permanencia en el organismo. Fl
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mercurio qhedéf en el organismo mucho tiempo.
Paschkz y Vaida aseguran de haberlo encontrado
en la orina hasta 12 anos después de la cura.
Welander y Oberlaender han encontrado mercu-
rio en la orina después de siete meses. Kl doctor
Schaefer analizando la orina de un sifilitico &
quien se le habia practicado un tratamiento mercu-
rial tres aiios antes, ha constatado la presencia del
mercurio en la orina durante cuatro meses conse-
cutivos. El Salvarsan y el Neosalvarsan al contra-

rio, explicando su accién rapidamente en virtud de
su gran afinidad por el agente de la sifilis queda
poco tiempo en el organismo y su eliminacién es,
por tal modo, rapidisima. Jeanselme y Bougrand
han estudiado la eliminacién del arsénico después
de la inyeccion de 606 y han constatado que ella
empieza 4 las 48 horas después de las inyecciones
intramusculares de Salvarsan en suspension neu-
tra y que termina generalmente 4 los diez dias. La
eliminacion, que se efectiia en su casi totalidad por

la orina, empieza pocas horas después y llega al
maximo 4 las 24 horas después de las inyecciones
endovenosas; después disminuye, para terminar
totalmente 4 los 4 6 5 dias. Barnstein ha notado
que no todo el arsénico se elimina y se forman de-
positos en el higado, en los rifiones v en el bazo.

Fischer v Hoppe han hecho investigaciones
sobre la eliminacién del arsénico por la orina, des-
pués de la suministracion de dioxidiamido-arseno-
benzol, determinando el arsémico por medio del
analisis cuantitativo, bajo forma de piroarseniato
de magnesio, controlando con analisis volumétrico
y controlando también con el método de Marsh el



— 17 —

contenido en arsénico  dél piroarseniate de:mag-
nesio. - | |

En individuos afectados de paralisis progre-
siva a los que se le habia suministrado una désis de
gr. 0.30 de 606, la eliminacion del arsénico por la
orina termind después de doce 4 catorce dias. La
cantidad total eliminada presenté grandes” varia-
ciones de individuo & individuo.

En tres epilépticos con buena funcionalidad
renal, el arsénico termind de ser encontrado en la
orina al quinto dia. En veinte y cinco individuos
sifiliticos con inyecciones subcutianeas de gr. 0.30
de 606, el arsénico desaparecid de la orina del quin-
to al décimo dia.

Inyectado por via endovenosa, el arsénico es
eliminado mas rapidamente y desaparece de la ori-
na en dos 6 tres dias.

Alt observé en veinte y tres casos de afeccio-
nes parasifiliticas y en diez y siete casos de sifilis
reciente, con inyecciones intramusculares en las
regiones gluteas, de gr. 0.30 de 606, que la elimina-
cién del arsénico en la orina llegd hasta el décimo
dia.

Treupel, con inyecciones de gr. 0.40 y 0.70 de
606, intramusculares, observé que la eliminacién
del arsénico en la orina duré en media de doce &
trece dias.

Otros autores, empleando el método Marsh,
han obtenido idénticos resultados. De Napoli ha
constatado que después de inyvecciones intramus-
culares de 606, el arsénico aparece en la orina
durante las primeras 48 horas.

Haciendo uso de solucién alealina de 606, la
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eliminacién del arsénico es mas rdpida que em-
pleando solucién dcida 6 suspensién neutra.

Estos autores se han servido, en sus investiga-
ciones, de métodos bastantes buenos, pero no sin
inconvenientes, como el método Marsh, Gutzeit y
Baugault, etec., por los motivos que en varios pun-
tos de este trabajo han sido enumerados, especial-
mente tratindose de investigaciones sobre mate-
rias organicas. Es por tal motivo que en mis inves-
tigaciones he elegido el método biolégico que re-
sulta, conforme he podido ampliamente compro-
bar, el mejor de todos y de cuyos resultados me
atrevo 4 formular conclusiones que, espero, si no
tienen el mérito de ser de gran importancia, pue-
den ser de hastante utilidad para los especialistas
que de los preparados de Ehrlich hacen uso diario
para combatir quizas la enfermedad que mas pro-
fundamente afecta 4 la humanidad.

Las investigaciones han sido practicadas so-
bre la orina de doce individuos, ocho hombres v
cuatro mujeres, recogidos sucesivamente con todas
las precauciones del caso, 4 las pocas horas de la
Inyeccién la primera vez, 4 las doce horas después
y posteriormente cada veinte y cuatro horas, hasta
no obtener mas la bioreaccion que indicaba el
término de la eliminacién completa del arsénico.
El ultimo ensayo correspondicnte 4 cada orina ana-
lizada, ha sido controlado por el método Bougault,
por el método de Gutzeit y por el método de Bet-
tendorff que describo, respectivamente, 4 con-
tinuacion:

Método Bougault. — Tiste método, que fué el
que sirvi6 a Jeanselme en sus investigaciones sobre
la eliminaciéon del arsénico por la orina, consiste
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en hacer evaporar 100 ce. de orina en una capsula
de porcelana en presencia de 4cido sulfdrico y
acido nitrico. Se reduce el residuo carbonizado por
medio del agua hirviente y se hace evaporar el
liquido resultante hasta 5 ce. Se agregan 15 ce. de
una soluciéon de 10 gr. de hipofosfito de sodio en
10 ce. de agua destilada y 200 cc. de acido clorhi-
drico puro. Se calienta una media hora & baiio-ma-
ria. Cuando no hay presencia de arsénico en la ori-
na, el liquido queda ecompletamente limpido y trans-
parente. LLa mas pequeila cantidad de arsénico es
suficiente para enturbiarlo.

Método Gutzeit.—Este método se basa en la
accion del hidrégeno arseniado sobre el nitrato de
plata. Esta accién puede verificarse de dos modos
distintos, segtin la concentraciéon de la solucién de
nitrato de plata. Si se emplea una solucidén acuosa
de esta sal en la proporciéon de una parte de nitra-
to de plata en una parte de agua destilada, la man-
cha que produce el hidrégeno arseniado en un pa-
pel impregnado de dicha solucién es de color ama-
rillo, que se vuelve negro por la accion del agua.
El hidrégeno antimoniado produce igualmente una
mancha, pero solo colorea los bordes de la parte
humedecida de un color pardo oscuro 6 negro. Con
una solucion argéntica de concentracién menor la
mancha originada, tanto por el hidrégeno arsenia-
do como por el antimoniado, es de color negro. El
compuesto amarillo que se forma por la accién del
hidrégeno arseniado sobre el nitrato de plata y que
luego se vuelve negro en contacto del agua, tendria
por formula, segiin Poleck y Thiimmel:

As Ag® (Ag No?)?
La reacciéon de Gutzeit es sumamente sensible,
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pues 0.001 mg. de Acido arsenioso es atin reconoci-
ble. Tiene, sin embargo, el inconveniente de no ser
caracteristica del arsénico, produciendo el hidroé-
geno sulfurado y el fosforado cambios de colora-
cion analogos. Ademdas hay que evitar la presen-
cia del gas de alumbrado y que caiga polvo sobre
el papel impregnado. Es necesario operar en la
oscuridad.

Fliickiger y L.ehmann propusieron reemplazar
el nitrato de plata por el bicloruro de mercurio.
Aunque la reacciéon del sublimado corrosivo no es
estorbada por la presencia del agua y la luz, no es
tan sensible como la del nitrato de plata.

La investigacion se efectia de la siguiente
manera: En un tubo de ensayo un poco ancho, se
echan primero 20 c¢. c¢. de orina evaporada hasta
consistencia de jarabe y a4 la cual se ha agregado
“precedentemente un poco de acido clorhidrico de-
-jado en su contacto 4 6 5 horas, luego un pedacito
de cine¢ puro, libre de todo vestigio de arsénico, »
después se achan 5 c. c. de 4cido sulfurico purisimo,
diluido al quinto. Inmediatamente, en el interior
del tubo en su parte superiar, se coloca un tapom
de algodon no muy apretado, que hace las veces de
un filtro. El tubo de ensayo se cubre con un peda-
zo de papel de filtro, perfectamente seco, sobre el
cual se deposita un cristal de nitrato de plata puri-
simo, el cual, si hay arsénico en la orina examina-
da, toma primero una coloracion amarilla v des-
pués negra. La reaccion tarda 4 veees en produeir-
se, siendo por consiguicnte necesario esperar hasta
una 6 dos horas,

Método de Bettendorff. — En el método de
Bettendorff se climinan las causas de evror pro-



ducidas por la presencia’ del fésforo y del antimo-
nio, eventualmente contenidos en el material de en-
sayo.

La reaccién de Bettendorff consiste en hacer
actuar una solucion clorhidrica de cloruro estafioso
sobre la sustancia 4 ensayar, disuelta en acido clor-
hidrico concentrado.

En el caso de que contenga arsénico, se pro-
duce una coloracién 6 un precipitado pardo. La
reacciéon es favorecida por un calentamiento mo-
derado. Atn no se ha probado si la coloraciéon 6 el
precipitado pardo es debido 4 la reduccién del ar-
sénico 6 4 la formacién del hidrégeno arseniado
sélido.

Para proceder al ensavo, he preparado una
solucién clorhidrica de cloruro estafioso en la pro-
porcién de una parte de cloruro estafioso en dos
partes de acido clorhidrico de densidad 1,19. Para
1 c. e. de orina 4 ensayvar, previamente acidulado
con acido clorhidrico concentrado, empleo 2,5 ¢: c.
del reactivo y caliento ligeramente. El maximo de
coloracion parda se obtiene al ecabo de una hora,
tanto en frio como en caliente.

M. C. O. Curtman prefiere ejecutar la re-
aceién en presencia de estafio metalico, empleando
partes iguales de reactivo y de la solucién 4 ensa
yar, pues obrando el estafio sobre el acido clorhi-
drico desarrolla hidrégeno naciente, que favorece
la reducciéon del compuesto arsenical. El empleo
del estafio metéalico tiene, sin embargo, el inconve-
niente de provocar igualmente la reduccién de los
compuestos de hismuto 6 de antimonio que pudie-
ran existir en la solucién. La reaccion es perjudica-
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da por la presencia del mercurio, oro, telurio y
selenio.

Curtman ha probado que el limite de sen-
sibilidad de este método llega 4 0.03 mg. de 4cido
arsenioso por centimetro cubico.

Para que se produzca la reacciéon Betten-
dorff es indispensable la presencia de un exceso de
acido clorhidrico, cuya densidad no debe bajar en
ningtn caso de 1.123, pues la precipitacién seria
incompleta y ain dejaria de producirse.

En algunos casos he practicado la investiga-
ciéon del arsénico por medio del aparato de Marsh,
vertiendo en él directamente la orina & ensayar y
teniendo la precauciéon de emplear como frasco
productor de hidrégeno, un frasco grande, porque
las materias orgdnicas de la orina producen una
espuma abundantisima. La investigaciéon del arsé-
nico por medio del aparato de Marsh se basa en
que, por la accién del acido sulfirico 6 clorhidrico
sobre el cine, en presencia de acido arsenioso 6 ar-
sénico, el hidrégeno naciente que se desarrolla,
transforma ambos compuestos en hidrégeno arse-
niado gaseoso y este, al ser calentado al rojo,
se desdobla en hidrégeno y arsénico metaldide o,
segin Retgers, se transforma en hidrégeno arse-
niado sélido, que se deposita en las partes frias del
tubo bajo forma de anillo negro 6 parduzco, mas
6 menos brillante.

Estas manchas se reconocen:

1.° Por su color gris de acero claro.

2.° Por su volatilidad. Calentindolas ligera-
mente pueden hacerse correr de un sitio a4 otro del
tubo.

3. Porque calentadas al aire libre esparcen



un olor de ajo caracteristico, 4 causa de transfor-
marse en anhidrido arsenioso.

4° TPorque tratadas por el acido nitrico y eva-
poradas 4 sequedad dan una materia blanca (acido
arsénico), que de antemano neutralizada por el
amoniaco, produce, con el nitrato de plata, un pre-
cipitado color rojo ladrillo de arseniato de plata.

5. Porque, finalmente, en presencia de hipo-
clorito de calcio se disuelven sin dejar residuo.

Debe tenerse en cuenta, en estas investigacio-
nes, que el antimonio suministra igualmente man-
chas metalicas de color obscuro. Pero su aspecto
mate, su color mas negro, su menor volatilidad y
sobre todo el hecho de que no se disuelve en el
hipoclorito de calcio, son caracteres suficientes
para no confundirlas con las manchas de arsénico.

Todos los ensayos bioquimicos han sido prece-
didos por un anéalisis quimico sumario de cada ori-
na, al fin de que puedan, en todo caso, ser tenidos
en cuenta, en cualquier momento, los posibles fe-
némenos patolégicos, en relacién 4 la eliminacion
del arsénico y 4 la administracién del Salvarsan 6
del Neosalvarsan. He tenido también en cuenta,
registrandola en cada caso, la forma de administra-
cion del compuesto arsenical de Ehrlich, es decir,
la subcutanea, la intramuscular y la endoveno-
sa que, junto con la posologia del mismo, son los
factores de mayor consideraciéon y a los cuales
pueden, desde el punto de vista eclinico, ser de
utilidad complementar este modesto trabajo en los
resultados 4 que se arriba y que expongo en los
cuadros adjuntos:
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ORINA A

Hombre, 45 aiios. Inyeccion endovenosa de gr.
0.40 de Salvarsan.

EXAMEN FISICO
Cantidad analizada. 250 c. c.
Color. Am. rojizo
Olor. Sui generis
Consistencia Fluida
Aspecto. Turbio
Espuma. Persistente
Sedimento. Escaso
Reaceion. Anfétera
Densidad 4 - 15° 1027

EXAMEN QUIMICO

Elementos Normales

Acidez en H? SO* 0.441
Residuo solido 4 100° 59 .04
Urea. 24.35
Acido 1urico. 0.61
Cloruros en Na Cl. 7 .54

Fosfatos en P? O° 0.868
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Elementos Anormales

r Serina.
(lobulina.
ALBUMINA ) Albumosa
(TRAZAD) Peptona |
Mucina.
Glucosa.
Acetona.
Indicano.

Pigmentos biliares.
Acidos biliares.
Hemoglobina.

Urobilina.
Diazo-reaccion de Ehrlich

Trazas

No contiene
"

1

)

»

?)

Abundante

No contiene
9

)

2

Negativa

EXAMEN MICROSCOPICO

Pocos leucocitos. Células epitelio-pavimento-

sas estratificadas. Fosfato amorfo.

ENSAYO BIOQUIMICO

Positivo: 2, 3,4,5,6, 7,8, 9.
Negativo: 1, 2.

Duraciéon de la eliminacion del arsénico: de

7 a 8 dias.
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ORINA B

Hombre de 31 afios. Inyeccién endovenosa de

gr. 0,40 de Salvarsan.

EXAMEN FISICO

Cantidad analizada
Color.

Olor.

Consistencia .
Aspecto.

Espuma.
Sedimento.
Reaccion.
Densidad 4 + 15°

EXAMEN QUIMICO

Elementos Normales

Acidez en H? SO*
Residuo sélido a 100°
Urea.

Acido urico.

Cloruros en Na Cl.
Fosfatos en P2 05

300 e. c.
Am. amb.
Lig. amon.
Fluida
Lig. turbio
Blanca
Escaso
Acida

1025

60.40
24 .33
0.65



ALBUMINA

(NO CONTIENE)

Glucosa.
Acetona.
Indicano.

-~
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Elementos Anormales

Serina.
Globulina
Albumosa
Peptona.
Muecina.

Pigmentos biliares.
Acidos biliares.
Hemoglobina.

Urobilina.

Diazo-reaccién de Ehrlich

No contiene
b

1y
)

"

2

Trazas

No contiene
b

)
1)

2

Negativa

EXAMEN MICROSCOPICO

Normal

ENSAYO BIOQUIMICO

Positivo: 1, 2, 3,4, 5,6, 7.
Negativo., —

Duraciéon de la eliminacion del arsénico:

5 4 6 dias.

de



ORINA C

Hombre, 27 afios. Inyeccion endovenosa de gr.
0.30 de Salvarsan.

EXAMEN FISICO

Cantidad analizada 250 c. e.
Color. Ambar
Olor. Sui generis
Consistencia. Fluida
Aspecto. Limpido
Espuma. Blanca
Sedimento. Escaso
Reaccion. Acida
Densidad 4 4 15° 1025

EXAMEN QUIMICO

Elementos Normales

Acidez en H? SO* 1.40
Residuo s6lido a 100° 09.50
Urea. 25.33
Acido 1urico. 0.50
Cloruros en Na (1. 9.22
Fosfatos en P? QO° 1.41
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Elementos Anormales

Serina. No contiene
ALBUMINA Globulina. »

Albumosa. ”
(NO CONTIENE) Peptona . "

Mucina. ??
Glucosa. ”
Acetona. »
Indicano. )
Pigmentos biliares. Trazas
Acidos biliares. No contiene
Hemoglobina. ?
Urobilina. ”
Diazo-reaccion de Ehrlich Negativa

EXAMEN MICROSCOPICO

Células plano-pavimentosas. Cristales de acido
arico. Urato acido de sodio. Oxalato de calcio v
acido hipuarico. No se observan leucocitos ni eri-

trocitos.

ENSAYO BIOQUIMICO

Positivo: 1, 2, 3, 4, 5.

Negativo:

Duracion de la eliminacion del arsénico: de
3 a4 dias.
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ORINA D

Hombre, de 53 aiios. Inyeccién intramuscular

de gr. 0,50 de Salvarsan.

EXAMEN FISICO

Cantidad analizada. 500 ¢. c.
Color. Am. rojizo
Olor. Sui generis
Consistencia. Fluida
Aspecto. Lig. turbio
Espuma. Amarillenta
Sedimento. Regular
Reaccion. Acida
Densidad 4 -+ 15 1027

EXAMEN QUIMICO

Elementos Normales

Acidez en H? SO* 1.99
Residuo sélido a4 100° 63 .50
Urea. 27 .46
Acido urico. 0.65

Cloruros en Na (' 9.95
Fosfatos en P?O° 2.33
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Flementos Anormales

[ Serina. No contiene

ALBUMINA Globulina. &
LBU! Albumosa. "
(NO CONTIENE) P ept ona 9
Mucina. 7
Glucosa. "
Acetona. »?

Indicano. Trazas

Pigmentos biliares. !

Acidos biliares. 7

Hemoglobina. No contiene
Urobilina. !
Diazo-reaccién de Ehrlich Negativa

EXAMEN MICROSCOPICO

Abundantes ecristales de acido urico y urato
acido de sodio. Oxalato de caleio. Células epitelia-
les pavimentosas y bastantes filamentos epiteliales.

ENSAYO BIOQUIMICO

Positivo: 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16.

Negativo: 1, 2, 3.

Duracion de la elimimacion del arsénico: de
12 4 13 dias.
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ORINA E

Hombre, 39 afios. Inyeccion endovenosa de

gr. 0.60 de Neosalvarsan.

EXAMEN FISICO

Cantidad analizada.
Color.

Olor.

Consistencia.
Aspecto.

Espuma.
Sedimento.
Reacecion.

Densidad 4 + 15

EXAMEN ~QUIMICO

Elementos Normales

Acidez en H? SO!
Residuo sélido & 100°
Urea.

Acido 1rico.

Cloruros en Na (1
Fosfatos en P? Q°

375 ¢. c.
Am. palido
Sui generis
Fluida
Lig. turbio
Blanca
Escaso
Acida

1026

.33
il
.25
.09
.09

.95

Lo =

—_ OO DO



Elementos
Serina.
Globulina.
ALBUMINA ) A1 umosa.
(TRAZAS) Peptona.
Ml_lcina .
Glucosa.
Indicano.
Acetona.

Pigmentos biliares.
Acidos biliares.
Hemoglobina.

Urobilina.
Diazo-reaccion de Ehrlich

Anormales

No contienc
79

9

bR

Trazas
No contiene
Trazas

No contienc
b ]

29
2

”

Negativa

EXAMEN MICROSCOPICO

l.eucocitos en regular cantidad. No se obser-
van eritrocitos. Células epiteliales plano-pavimen-
tosas. Cristales de acido turico y urato acido de

sodio. Oxalato de calcio.

ENSAYO BIOQUIMICO

Positivo: 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8.

Negativo: 1.

Duracion de la eliminaciéon del arsénico: de

5 a 6 dias.
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ORINA F

Hombre, 22 anos. Inyeccion endovenosa de gr.
0.60 de Neosalvarsan.

EXAMEN FISICO

Cantidad analizada. 250 ¢. c.
Color Ambar
Olor. Sui generis
Consistencia. Fluida
Aspecto. Limpido
Kspuma . Blanca
Sedimento. Regular
Reaccion. Acida
Densidad &4 + 15° 1027

EXAMEN QUIMICO

Elementos Normales

Acidez en H? SO* 1.75
Residuo sélido & 100° 59.5H9
Urea. 26.35
Acido 1rico. 0.55
Cloruros en Na Cl 2.26
Fosfatos en PZQ° 2.11



Elementos Anormales

]
Serina. No contiene
Globulina 7
ALBUMINA Albumosa »
(NO CONTIENE) Pep tona . ’)
Mucina. "
Glucosa. »
Acetona. ”
Indicano. 7

Pigmentos biliares. ?

Acidos biliares. ”

Hemoglobina.. ?
Urobilina. ”
Diazo-reacciéon de Ehrlich Negativa

EXAMEN MICROCOSPICO
Normal

ENSAYO BIOQUIMICO

Positivo: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8.

Negativo:..

Duraciéon de la eliminacion del arsénico: de
5 4 6 dias.
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ORINA @

Hombre, 40 afios. Inyecciéon endovenosa de
gr. 0.60 de Neosalvarsan.

EXAMEN FISICO

Cantidad analizada. 400 ¢. c.
Color. Ambar
Olor. Sui generis
Consistencia. Fluida
Aspecto. Limpido
Espuma. Blanca
Sedimento. Regular
Reaccion. Acida
Densidad 4 -+ 15° 1029

EXAMEN QUIMICO

Flementos Normales

Acidez en H?SO* 1.44
Residuo sélido 4 100° 57.20
Urea. 29.11
Acido turico. 0.60
Cloruros en Na (1 9.50
Fesfatos en P? O° .75



Elementos Anormales

Sering .
Globulina.
ALBUMINA < Albumosa.
(NO CONTIENE) Pep tona .
Mucina.
Glucosa.
Acetona.
Indicano.

Pigmentos biliares
Acidos biliares.
Hemoglobina.

Urobilina.
Diazo-reaceiéon de Ehrlich

No contiene
"

7

7

"
79

7Y

MTrazas

No contiene
b B

7

2

Negativa

EXAMEN MICROSCOPICO

Abundancia de urato acido de sodio y acido

urico. Oxalato de calcio. Ningun elemento anormal.

ENSAYO BIOQUIMICO

Positivo: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7.
Negativo:

Duracion de la eliminacion del arsénico: de

5 a 6 dias.
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ORINA H

Hombre, 26 afios. Inyeccion intramuscular de
gr. 0,50 de Salvarsan.

EXAMEN FISICO

Cantidad analizada. 300 ¢. c.
Color. Am. rojizo
Olor. Sui generis
Consistencia. Fluida,
Aspecto. Lig. turbio
Espuma. Blanea
Sedimento. Regular
Reaccion. Acida
Densidad 4 4 15° 1027

EXAMEN QUIMICO

Elementos Normales

Acidez en H? SO! 1.91
Residuo solido a4 100° 58.70
Urea. 26.33
Acido 1rico. 0.50
Cloruros en Na Cl 8.25
Fosfatos en P? O° 2.50
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Elementos Anormales

ALBUMINA

(NO CONTIENE)

Glucosa.
Acetona.
Indicano.

Serina.
Globulina.
Albumosa.
Peptona.
Mucina.

Pigmentos biliares

Acidos biliares.
Hemoglobina .
Urobilina.

Diazo-reaccion de Ehrlich

No contiene
b B J

’
1

29

”»
)
2
R
B
)

)

Negativa

EXAMEN MICROSCOPICO

ENSAYO BIOQUIMICO

Normal

Positivo: 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 v 15.
Negativo: 1, 2, 3.
Duracion de la eliminacion del arsémico: de

11 4 12 dias.
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ORINA |

Mujer, 36 afios. Inyeccién endovenosa de gr.

0.30 de Salvarsan.

EXAMEN FISICO

Cantidad analizada.
Color.

Olor.

Consistencia.
Aspecto.

Espuma..
Sedimento.
Reaccién.

Densidad & -+ 15°

EXAMEN QUIMICO

Elementos Normales

Acidez en H? SO*
Residuo sélido a 100°
Urea.

Acido urico.

Cloruros en Na Cl
Fosfatos en P2 QO°

280 e. c.
Amar. rojizo
Sui generis
Fluida
Turbio
Amarillenta.
Regular
Acida

1029

1.45
03.26
28.32

0.60

9.50

2.42
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Elementos Anormales

Serina.
Globulina.
ALBUMINA Albumosa.
(CONTIENE) Peptona .
Mnucina.
Glucosa.
Acetona.
Indicano.

Pigmentos biliares
Acidos biliares.
Hemoglobina .

Urobilina.
Diazo-reaceion de Ehrlich

No contiene
9

)

1

Contiene

No contiene
9

Abundante.

Trazas

No contiene
2

)

Negativa

EXAMEN MICROSCOPICO

Se observa una regular cantidad de leucocitos.

Algunos eritrocitos. Filamentos y células epite-
tiales en bastante cantidad. No se observan elemen-

tos renales.

ENSAYO BIOQUIMICO

Positivo: 3,4, 5,6,7, 8, 9, 10, 11, 12.

Negativo: 1, 2.

Duracion de la eliminacion del arsédnico: de

9 4 10 dias.
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ORINA |

Mujer, 26 afiocs. Inyeccion endovenosa de gr.
0,30 de Salvarsan.

EXAMEN FISICO

Cantidad analizada. 300 ¢. e.
Color. Am. rojizo
Olor. Sui generis
Consistencia . Fluida
Aspecto. Lig. turbio
Espuma. Blanca
Sedimento. Escaso
Reacecion. Acida
Densidad a4 -+ 15° 1027

EXAMEN QUIMICO

Elementos Normales

Acidez en H? SO 1.45
Residuo sélido 4 100° 61.50
Urea. 26.20
Acido 1urico. 0.49
Cloruros en Na (1 8.50

Fosfatos en P2 Q°f 2.31
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Elementos Anormales

r Serina .
ALBUMINA Globulina.
L ¢ Albumosa.
(NO CONTIENE) Peptona
Muecina.
Glucosa.
Acetona.
Indicano

Pigmentos biliares
Acidos biliares.
Hemoglobina.
Urobilina.

Diazo-reacciéon de Ehrlich

No contiene
"

9
)

’

R

)

Abundante

No contiene
b B ]

LR

»

Negativa

EXAMEN MICROSCOPICO

Normal

ENSAYO BIOQUIMICO

Positivo: 1, 2, 3, 4, 5, 6.

Duracién de la eliminacién del arsénico: de

3 4 4 dias.
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ORINA M

Mujer, 21 anos.
0.60 de Neosalvarsan.

Inyeccion endovenosa de gr.

EXAMEN FISICO

Cantidad. 250 c. c.
Color. Ambar
Olor. Sui generis
Consistencia. Fluida
Aspecto. Limpido
Espuma Blaneca
Sedimento. Escasa
Reacecion. Acida
Densidad 4 + 15° 1025

EXAMEN QUIMICO

Elementos Normales
Acidez en H? SO! 1.40
Residuo solido &4 1000 49 .80
Urea. 25.55
Acido arico. 0.50
Cloruros en Na (' 9.33

Fosfatos en P2 O°

2.06
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Elementos Anormales

Serina. Nao contiene

(Globulina. me
ALBUMINA Albumosa. ”
(NO CONTIENE) P ep tona . ’9

Mucina. 7
Glucosa. ”
Acetona. &
Indicano Trazas
Pigmentos biliares. No contiene
Acidos biliares. )
Hemoglobina. ”
Urobilina. )
Diazo-reaccion de Ehrhch Negativa

EXAMEN MICROSCOPICO

Normal

ENSAYO BIOQUIMICO

Positivo: 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11.

Negativo: 1.

Duraciéon de la eliminacion del arsénico: de
9 4 10 dias.
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ORINA N

Mujer, 30 afios. Inyeccion intramuscular de

gr.. 0,40 de Neosalvarsan.

EXAMEN FISICO

Cantidad.

Color.

Olor.
Consistencia.
Aspecto.

Espuma
Sedimento.
Reaccion.
Densidad 4 4 15°

EXAMEN QUIMICO

Elementos Normales

Acidez en H? SO*
Residuo sélido a 100°
Urea.

Acido urico.

(loruros en Na Cl
Fosfatos en P? OF

450 ¢c. c.
Am. claro
Lig. amon.
Fluida
Lig. turbio
Persistente
Regular
Acida

1027

Lo O
Ha [
e 00 O
QO 3 S

.060
11.48
2.23
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Elementos Anormales

Serina. Trazas

Globulina. ”
ALBUMINA | Albumosa. No contiene

(TRAZAS) Peptona. ”

Mucina. ”
Glucosa. ”
Acetona. ”
Indicano »
Pigmentos biliares. ”
Acidos biliares. ”
Hemoglobina. ”
Urobilina. ”
Diazo-reaccién de Ehrlich Negativa

EXAMEN MICROSCOPICO

Abundantes epitelios plano-pavimentosos y pe-
queinos cilindros hialinos y granulosos.

ENSAYO BIOQUIMICO

Positivo: 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18.

Nagativo: 1, 2, 3, 4.

Duracion de la eliminaciéon del arsénico: de
13 4 14 dias.
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CONCLUSIONES

Conforme he tenido oportunidad de indicar en
otro lugar, el objeto de las investigaciones que em-
prendi, era contribuir, en el limite de mis fuerzas,.
al reconocimiento del arsénico en la orina, después
de la administracién del Salvarsan (606) y del Nec-
salvarsan (914) por el método biolégico del profe-
sor Gosio.

La eleccion de este método me fué sugerida
por el caricter de novedad que tendrian mis inves-
tigaciones y por la vulgarizacion de un método que,
en el caso especial, si no tuviera otro mérito, ten-
dria el de ser mas facilmente practicable, en razon
del tiempo v 4 la facilidad de la téenica, sin nada
disminuir en su seriedad como método analitico de
investigacién. A tal propésito debo recordar que
contribuyé no poco en la eleccién de este método
la influencia ejercida sobre mi espiritu por una
frase de Autenrieth (Venenos y Medicamentos)
que me impresioné por su singular firmeza de ex-
presion:

‘“ A pesar de su empleo casi limitado, el método
bioldgico es extraordinariamente sensible, supera
los métodos quimicos mas conocidos, como el de
Bettendorff y puede igualarse con la sensibilidad
de las pruebas de Marsh y de Gutzeit”’
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Los resultados obtenidos me permiten afirma:-
que, en la practica ofrece, con toda evidencia, ven-
tajas indiscutibles sobre los métodos quimicos en
general, especialmente bajo el punto de vista cli-
nico, es decir, la posibilidad de poder contar con un
dato de gran importancia, sin tener las complica-
ciones de aparatos é investigaciones dificiles, en el
menor tiempo posible y con el maximo de la aten
dibilidad de la prueba. La sola constatacion que
la eliminacién del arsénico ensayada con el método
biologico duré mucho mas de cuanto resulta de las
chservaeiones practicadas por métodos quimicos,
bastaria por si sola 4 llamar la atencién sobre la
extraordinaria electividad quimico-biolégica de los
arseniomicetas que, con toda evidencia, se demues-
tran los reactivos mas sensibles que puedan ima-
ginarse. | -

Comprendiendo que hubiera salido afuera de
los limites de este modesto trabajo, destinado a
llenar el ultimo requisito que exige una disposicién
reglamentar:a, he evitado de tratar el arsénico hajo
el punto de vista de sus numerosisimos derivados
organicos, hasta al Salvarsan (606) y al Ncosal-
varsan (914). Ya sc sabe que la terapdéutica de
Ehrlich, la quimioterapia, al estudio de la cual ha
empleado 25 afios de su existencia, tiene por base
el principio del parasitotropismo, es decir afinidad
del medicamento por los parasitos sin alguna
influencia sobre las células organicas, es deeir,
medicamentos no organdtropos.

De estos conceptos nacié primero el 606 que,
no siendo mas que una simple indicacion numeérica
de las sucesivas preparaciones, quimicamente es el
diclorhidrato del dioxidiamido-arseno-benzol. Es
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un polvo amarillo que se disuelve en el agua comu-
nicindole reacciéon fuertemente acida. Su riqueza
en arsénico corresponde a la féormula:
C.H,N,O,As, -2 ClH | 2 HO

Posteriormente el profesor Ehrlich observd
que los sulfoxilatos del aldehido férmico pueden
impedir por algin tiempo la autooxidaciéon de las
soluciones de Salvarsan. Los trabajos, continua-
dos en este sentido, han conducido 4 un nuevo de-
rivado del Salvarsian, obtenido por la accién de un
sulfoxilato del aldehido férmico sobre el dioxidia-
mido-arseno-benzol, al cual se ha dado el nombre de
Neosalvarsin, 6 la representaciéon numérica de
914. Fl Neosalvarsan contiene, como prineipio
activo, ademas de sales inorganicas, dioxidiamido-
arseno-benzol-mono-metansulfinato sédico.

C=H" O* As’ N CH?O. SO Na

Es un polvo amarillento, de olor caracteristico,
que se disuelve en el agua muy facilmente, dando
soluciones de reaccién completamente neutra.

completamente neutra.
Con relaciéon a4 la riqueza en arsénico corres

ponden:

o,15 grs.“Neosalvarsan” (Dosis I)—o,1 grs. “Salvarsan”

0,3 » » ( » 11):0,2 » »
0,45 > » ( » III):o, 3 » »
0,6 » » ( » IV)zo,4 » »
0,75 » » ( » V):O, 5 » »
0,9 pJ > ( » V _[):0,6 » »

Después de esta corta digresion,solome queda
resumir los resultados de mis investigaciones,
complementando los que han sido indicados en
otros puntos de este trabajo, conforme se ha ofre-
cido la oportunidad.
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Debo hacer notar que no me ha sido posible ob-
tener orina de algin individuo 4 quien se hubiera
practicado inyecciones de €06.6. de 914 por via sub-
cutanea. Los médicos justamente temen el peligro
de las infiltracicnes empleando esta forma de su-
ministracién del compuesto arsenical de Ehrlich.

Los ensayos bioquimicos practicados, en ni-
mero de 125, lo han sido sobre la orina de nue-
ve sifiliticos & quien se les habia practicado inyec-
ciones endovenosas y de tres sifiliticos con inyec-
ciones Intramusculares.

Del total de las orinas examinadas, 8 pertene-
cieron 4 hombres v 4 4 mujeres. Kl medicamento
usado fué en 7 casos el Salvarsdn y en 5 el Neo-
salvarsan.

Fl total de las investigaciones bioquimiecas fué
practicado durante 19 6 20 dias, con resultados
siempre satisfactorios.

Kl material de examen proviene del Hospital
Torcuato de Alvear, de las salas nimeros 1I, III,
1V, VI, X1, XII, XIX y XX.

Kl control con los métodos quimicos descrip-
tos, ha confirmado siempre el resultado biolégico.

Los resultados han sido positivos, desde la pri-
mera prueba, en 5 casos.

Kn los demas han sido positives de la 2.* hasta
la 4.* prueba.

Los casos positivos de la primera serie perte-
necen todos a4 invecciones endovenosas; los segun-
dos a inyecciones intramusculares.

El maximo de la duraciéon de la climinacién
del arsénico por la orina ha llegado hasta la 18.
prueba.

Comparando los datos obtenidos por ensavos
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practicados exclusivamente por métodos quimicos,
no puede dejarse de notar que con el método biold-
gico se observa durante un mayor nimero de
pruebas.

Este hecho no puede ser atribuido siné a la ex-
trema sensibilidad del reactivo viviente 6, quizas,
4 una mayor afinidad quimico-biolégica que podria
poseer el compuesto arsenical en la forma en que
viene eliminado por la orina, con la célula que de
él se apropia para transformarlo y denunciarlo a
quien lo investiga por su medio.

Resumiendo pues, llego 4 las siguientes

CONCLUSIONES:

1. Fl método biolégico es preferible 4 los
métodos quimicos, especialmente tratdndose de in-
vestigaciones de interés clinico, en las cuales es 1til
v necesario, con el maximo de la atendibilidad de
la prueba, la mayor rapidez en su ejecucion.

2.° La eliminacién del arsénico por la orina
empieza muy pronto.

3. La duracién de la eliminacion del arsénico,
ensayada con el método bioquimico, dura masque
cuanto resulta de las observaciones practicadas
por los métodos quimicos.

4° La eliminacién del arsénico por la orina
termina mas pronto cuando el compuesto arsenical
de Ehrlich ha sido suministrado por via endoveno-
sa que cuando lo ha sido por via intramuscular.
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La Plata, 25 de Agosto de 1913‘.

Recibida en el dia de la fecha, constando de 84 fojas; por
disposicion del sefior director, pase 4 informe del sefior

jefe interino de la Escuela de Quimica y Farmacia, doctor
Pedro T. Vignau.

SALV. DEBENEDETTI.
SECRETARIO

La Plata, 26 de Agosto de 1913.

Pase 4 estudio de la comisién examinadora de tesis y de
revalida de Quimica y Farmacia, debiendo expedirse dentro
del término de un mes y fijar las proposiciones accesorias
reglamentarias.

Pepro T. VIGNAU.

I.a Plata, 20 de Septiembre de 1913.

I.os miembros de las Comision examinadora que sub-
scriben, opinan que la presente tesis puede ser aceptada.

Enrigue Hervevo Ducloux, Juan Carlos
Delfino, Guillevmo F. Schacfer, Enrigue

LPoussart, Alejandro Cogliatu.
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