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Un de nosaltres ha demostrat (1, 2, 3) que els ex-
tractes de certs organs tenen un poder exaltant sobre
el desenvolupament del virus vacunal i de les infeccions
estafilocdciques, i que tots els organs estudiats poden
classificar-se en tres grups segons l'efecte de llurs extrac-
tes. FEl grup I comprén el testicle, ronyé, cervell i pell,
1 llurs extractes tenen sempre un poder exaltant. El
grup II inclou les suprarenals, la retina, l'ovari i tot
I'embrié i lurs extractes no modifiquen les infeccions.
El grup III inclou la sang, la melsa, els noduls limfatics
i la medul-la ossia, i llurs extractes tendeixen a minvar
i adhuc, en certs casos, suprimir les infeccions.

De tots els organs del primer grup, el testicle és, de
molt, el més actiu. El poder exaltant dels seus extrac-
tes s’ha fet extensiu a altres infeccions, a més de les es-
mentades, com ha demostrat Hoffman (4) amb els virus
de T'herpes, de l'estomatitis vesicular i de la malaltia de
Borna, Thompson (5), en una observaci6 amb el virus
de la poliomielitis, i Pijoan (6), amb vint bactéries dife-
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rents. El principi actiu responsable de I'exaltacié ha
estat denominat per Ledingham i Barratt (7) factor
Reynals,i per comoditat usarem aquest terme en aques-
ta nota.

La naturalesa de l'acci6 de l'extracte testicular no
és coneguda, encara que hi hagi observacions en la
literatura que s6én un aport a la interpretaci6é del feno-
men d’exaltacié. Aixi, I'estimul del creixement cel'lular
in vitro pels extractes de testicle, com de molts altres
organs 1 teixits, ha estat ben establert (8, 9, 1o, 1I1).
S’ha dit que les polpes de testicle o de rony6 sén un medi
excellent per a la multiplicacié de virus in vitro (12, 13),
perd treballs ulteriors han demostrat que els meétodes
de preparacié de les polpes emprades no eliminaven les
cel'lules vives (14). L’activitat de l'extracte testicular
in vivo es demostra per la seva acci6 estimulant sobre
la curacié6 de les tlceres croniques refractaries (15, 10).
El teixit limfoide, que sembla tenir l'efecte oposat al
de I'extracte testicular sobre les infeccions per virus,
se sap que exerceix una influéncia inhibidora sobre el
creixement de les céllules (17).

Treballs anteriors realitzats en aquest laboratori
han demostrat que si I'extracte testicular s’injecta intra-
dérmicament, i el virus vacunal intravenosament, la in-
fecci6 vacunal es localitzard exactament en l'area de pell
en la qual l'extracte testicular s’ha injectat. Insistirem
sobre aquest punt més endavant, perd hem de dir, en re-
laci6 amb aixo, que la localitzacié de diferents substancies
tintories, especialment blau de metilé¢ i blau de tripan,
té lloc també en diversos processos patologics, per exem-
ple, neumonia, encefalitis, tuberculosi experimental i
inflamacions causades per revulsius, com mostassa, aleu-
ronat, esséncia de trementina, etc. (Menkin, Friedheim
1 altres) (18, 19).
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Una observacié experimental ha donat una via per
a la investigaci6 de la manera d’actuar del factor Rey-
nals. Els blaus resultants de la injeccié intradérmica
de barreges que contenen extracte testicular desaparei-
xen més rapidament que els causats per barreges que
no contenen lextracte. Aixd suggereix que l'extracte
testicular pot produir el seu efecte influint sobre la per-
meabilitat dels teixits. Aquest treball fou comencat
per a provar aquesta possibilitat.

METODES I MATERIALS

Els extractes d’organs es preparen molent el teixit
amb sorra en el seu propi volum de soluci6é de Ringer. La
polpa es centrifugava i s’emprava el liquid sobrenedant.

Per a estudiar la velocitat de la difusiéo després de la
injeccié intradérmica d’extracte testicular o de qualse-
vol altre organ, era essencial fer la massa injectada visi-
ble a través de les capes epidérmiques superficials.

Amb aquest objecte empravem en les proves preli-
minars una barreja a parts iguals de citrat doble de ferro
o amonfac i ferrocianur potassic, cada un en solucié
aquosa al 0,5 per 100. Es feren injeccions de 0,5 cc. de
barreja, més un volum igual d’extracte testicular de co-
nill, o bé de soluci6 de Ringer com a control, en diverses
arees de la pell afaitada del conill. Després, a intervals
de deu minuts, s’anaven ressecant petites porcions de
pell i es fixaven en soluci6 de formalina al 10 per 100,
amb un 5 per 100 de CIH (tots els animals operats s’ete-
ritzaven), Aquest precipitava en blau de Prissia. Es
preparaven seccions microscopiques en la forma acos-
tumada i es tenyien molt lleugerament amb hemato-
xilina. En els darrers experiments s’empra la tinta
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xinesa diluida a 1 : 2 amb soluci6 de Ringer, perque
amb aquella la velocitat de difusi6 podia seguir-se més
curosament.

La tinta diluida en quantitats de 0,25 cc. es barre-
java immediatament abans de la injeccié amb la mateixa
quantitat d’extracte d’organ o amb soluci6 de Ringer,
com a control, i s'injectava en diversos llocs de la pell
afaitada d’un mateix conill. Una hora després, les arees
en les quals hi havia la tinta es mesuraven i s’apuntaven.
Podien discernir-se encara passades vint-i-quatre hores
i Adhuc més tard, i inclds podia veure’s una taca gris ben
definida passades unes setmanes, perd no hi havia crei-
xement en l'area afectada després d’'una hora. En al-
guns casos el conill es matava en aquest moment i les
diverses arees injectades s’extirpaven i es fixaven per a
I'analisi histologic. Al comengament empravem el tenyit
ordinari amb eosina i blau de metile. Més endavant
trobarem que la coloraci6 difosa amb acid picric a 1 : 100
donava un fons en el qual les particules de tinta contras-
taven vigorosament.

INFLUENCIA DE L’EXTRACTE TESTICULAR
SOBRE LA DIFUSIO DEL CITRAT DOBLE DE FERRO I AMONI
I EL FERROCIANUR POTASSIC

Es feren cinc experiments com es descriu. En cada
un, la bua produida per la barreja injectada que contenia
extracte testicular, s’aplanava i desapareixia molt rapida-
ment, i als pocs minuts, una difosa coloraci6 blava de la
pell era I'inic que quedava. La bua produida per la
injecci6 del colorant sol persistia en molts casos més d'una
hora. L’examen microscopic demostrava un color blau
més difés en els espais intercel-lulars. Hi havia molt
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edema, i al tall de la secci6, el blau de Prissia havia preci-
pitat en grans quantitats. Solament en molts pocs casos
hi havia signes que el colorant hagués penetrat dintre
les céllules. Per altra banda, les seccions preses de les
arees que havien rebut la barreja amb l'extracte testi-
cular, presentaven un color blau més pal-lid, i moltes
d’elles tenien granuls o masses de la substancia colorant
dintre les cel-lules del teixit conectiu (fig. 1). Solament
en un cas es veieren les particules blaves dintre del cel-
lules epitelials, perd no rarament les cel-lules endotelials
del vasos sanguinis n’estaven plenes. Seccions de pell
ressecades trenta o quaranta minuts després de la in-
jecci6 presentaven la major part del blau de Prissia a
I'interior de les cél-lules. Es nota també que el colorant
estava molt sovint adherint a les membranes cel-lulars.

INFLUENCIA DE L’EXTRACTE TESTICULAR SOBRE
LA DIFUSIO DE LA TINTA XINESA

Es feren onze experiments amb extracte testicular
de conill i de rata, més tinta xinesa. Com es veu en la
lamina I, les barreges de tinta xinesa més extracte tes-
ticular, han afectat una area molt més gran que el mate-
rial de control de tinta xinesa i soluci6 de Ringer.

S’agafaren seccions d’ambdues arees. En les que
reberen tinta xinesa més extracte testicular, les parti-
cules de tinta estaven amplament distribuides, aprimant-se
gradualment cap a les vores, i podien veure’s lluny del
punt d’inoculacié. Les particules de tinta delimitaven
els contorns de les cél-lules, de vegades semblant estar
dintre el protoplasma cel-lular, perd aixd no pot afir-
marse sense métodes histologics més fins (fig. 2). En les
arees de control la difusi6 de la tinta es deturava sobta-



Tig. 1. Area subcutania i dermis. Ixtracte testicular
més blau de Priassia amb lleuger tenyit per la hematoxilina.
S’hi veuen senyals nombrosos granuls de blau continguts dins
de cel'lules, assenyalats per les sagetes.



Tig. 2.~ Area subcutania i dermis. Ia mateixa amplifi-
cacig. Tinta xinesa més extracte testicular i tenyit amb acid
})icric. Mostra el mateix fenomen de la fig. 1, pero en una
orma més marcada.
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dament a una curta distancia del punt d’injecci6, i les
particules eren generalment independents de les cél-lules.
En tots dos casos, la tinta difonia solament a través dels
espais connectius, i el cos de Malpigi, les fibres musculars
i els fol-licles pilosos n’estaven lliures. Solament en al-
guns rars casos, i on s’havia injectat 'extracte testicular,
podien veure’s algunes particules entre les fibres muscu-
lars, perd no se'n veié cap que hagués travessat el sar-
colema’.

INFLUENCIA DELS EXTRACTES DE RONYO, MELSA I SERUM
SANGUINI SOBRE LA DIFUSIO DE LA TINTA XINESA

Els experiments anteriors demostren que el factor
Reynals augmenta la difusié a través dels teixits dels
materials en solucié i de les particules. Aquesta propie-
tat pot ésser responsable, almenys en part, de I'exaltacio
de les infeccions. El paralel'lisme entre la difusié i el
fenomen d’exaltacié fou ben aviat provat per un estudi
de la influéncia d’altres extractes d’organs. Els resul-
tats d’aquests experiments poden veure’s en la lamina II.

En ella pot comprovar-se que els extractes d’organs
pertanyents al grup I, el grup exaltant, tenen un efecte
similar al de lextracte testicular, perd l'extracte renal
causa un grau de difusié inferior i els resultats no son
tan constants. [El sérum sanguini de la rata o del conill,
que té una influéncia inhibidora sobre les infeccions, no
augmenta la difusi6 de la tinta xinesa, sin6 que adhuc,

1. En relacié6 amb aix0, és interessant de fer observar que l'ex-
tracte testicular no fa tornar permeable al blau de metil¢ la conjun-
tiva sana, quan la barreja de colorant i extracte s'instilla en 1'ull;
ni la paret del tub digestiu es torna més permeable a les proteines,
perqué els animals no es sensibilitzaven eu alimentar-los amb pro-
teines heterdlogues més extracte testicular.
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de vegades, interfereix. L’extracte esplénic, que és també
un inhibidor, en una prova dona una difusi6 lleugera-
ment augmentada, pero en les altres fou inactiva en aquest
punt. Els resultats comparatius es veuen millor en la
lamina III, on es donen les arees mitjanes de difusié pro-
duides per extractes de diferents organs.

INFLUENCIA DE L’EXTRACTE TESTICULAR SOBRE LA
LOCALITZACIO DEL BLAU DE METILE

Com ja s’ha assenyalat, el blau de metile i el blau
de tripan injectats intravenosament tendeixen a localit-
zar-se en arees afectades per processos patologics. El
fet té una possible relaci6 amb la localitzacié del virus
vacunal en I'area de pell que ha rebut una injeccié d’ex-
tracte testicular. En aquets experiments s’injectaren co-
lorants intravenosament a conills que havien rebut en
la pell afaitada extracte testicular.

S’injecta intradérmicament 1 cc. d’extracte testicu-
lar en dues arees separades, a quatre conills; immediata-
ment després se’ls injecta intravenosament de 10 a 20 cc.
d’una solucié a I't per 100 de blau de metile. Poc des-
prés de la injeccié de colorant, les arees tractades es tor-
naven pal-lidament blaves, perd el color ben aviat des-
apareixia. Quan s’injectavan 20 cc. del colorant, tota
la pell afaitada, junt amb el nas i els llavis de I’animal,
presentaven un lleuger color blavés, que era més marcat,
no obstant, en les arees cutanies injectades. En alguns
casos, després de pocs minuts, aquestes arees emblanquien
més que la pell dels voltants, segurament degut a la re-
duccié del colorant per part de les cél-lules vivents. La
base d’aquesta suposicié esta en qué quan l'area de pell
emblanquida s’extirpava i es submergia en una solucié
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de perdxid d’hidrogen, s’observava una reaparicié del
color blau. Els punts de control injectats amb sérum
o extracte esplénic no presentaven cap coloracié més in-
tensa que la de la pell veina.

LEFECTE DEL FACTOR REYNALS SOBRE LES TOXINES
I ELS ENZIMES

Provarem més endavant de determinar l'efecte in
vivo del factor Reynals sobre les toxines i les diastases.

Tripsina. — A dos conills se’ls injectd en la pell
afaitada 1’5 cc. d'una barreja feta diluint tripsina de
Fairchild-Foster a 1:100 i afegint-li el mateix volum
d’extracte testicular. Dues altres arees de control rebe-
ren la mateixa quantitat de la soluci6 de tripsina di-
luida amb el seu mateix volum de soluci6 de Ringer.
Les barreges de tripsina i d’extracte testicular difonien
immediatament després de la injecci6 a través d'una
area molt més gran que el material de control, com ho
demostra la desaparici6 de la bua. La lesié resultant,
no obstant, era de la mateixa extensié en cada una de
les quatre arees.

Toxina tetdnica. — En dos experiments en dotze
cobais, d'un pes d’entre 200 i 300 gr., s'empra toxina
tetanica d'un M. L. D. de 0,000066 cc. Aquesta toxina
es dilui a 1:10000. Aleshores s’'injecta subcutaniament
en la part interna de la pota posterior en les quantitats
consignades en la taula I, junt amb extracte testicular
de rata o amb soluci6 de Ringer, com a control. Com
pot veure’s en la taula I, no solament 'accié de la toxina
no fou exaltada, sin6 que, en un cert grau, la seva accié
fou inhibida.
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Tavra I
Nimer titat Quantitat ; : Tetanus local
dels lzsbgis de t&g :e:énica d’extracte |Soluci6 de Ringer resultant
testicular de rata
cc. e, cc.
I 2'64 0o's -— +4+++
(mort en 5 dies)
2 1'98 o's T +++
3 132 o's = +44
4 1'32 0’5 = st
5 066 o's = el
6 0‘33 o's — +
7 2°64 = o'5 +4+4++
(mort en 4 dies)
8 1'08 - o's ++++
(mort en 6 dies)
9 I'32 e o's +++
I 132 o o's +++
(mort en 24 h))
11 066 — o's +++
12 0’33 i o's D 2

Endotoxina del B. coli. — Es filtrd un cultiu de B.
coli en brou vell de dues setmanes a través d'un filtre
Berkefeld V i el filtrat s’injectd en la pell afaitada de
tres conills, junt amb extracte testicular de rata. Les
barreges de control de les endotoxines amb solucié de
Ringer s'injectaren igualment. Aquesta endotoxina pro-
dui, de les dotze a les vint-i-quatre hores, lesi6 rogenca,
elevada amb bords clarament tallats, facilment mesu-
rada i que desaparegué dels tres als quatre dies. Aquest
extracte testicular no augmenta les dimensions de la
lesié, com pot veure’s a la taula II.

Aixi, els tres agents, tripsina, toxina tetanica i endo-
toxina del B. coli, que sén actives per elles mateixes,
perd sbén substancies inanimades, no eren exaltades en
llur activitat pel factor de Reynals, malgrat el fet que
llur difusi6, com pot veure’s per la velocitat de desapa-
ricié6 de la bua inicial, era afectada.
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Taura II
. Toxina Extracte Solucié Dimensions
Experiment del B. coli testicular de Ringer de la lesié
resultant
g ce. cc. T e, cm.
°'s o5 -~ 5 35
; o's — o's 5 X 4
........... o o . 5'3 X 3'8
[ 1‘o — 1'o 213 1% 3%
Bk o ad 0'5 0‘5 e 7‘2 X 4'5
ot Sl o's = o' 8 X3
o's o's — 6 X 6
3 o5 — o's 6 xX5'5
........... s e = 3% 8
1‘o - 1‘o 55 X 4

LA INFLUENCIA DEL CALOR SOBRE EL PODER PROPAGADOR
DEL FACTOR REYNALS

Hem determinat préviament que el poder exaltant
de l'extracte testicular sobre el virus vacunal es perd
quan es calenta I'extracte a 60° durant mitja hora. No
es féu cap prova sobre si l'escalfament interferia en la
difusié6 de la tinta xinesa. A un conill se li injectd, en
dues arees, cada una de les barreges segiients : tinta
xinesa més el seu volum d’extracte testicular fresc; tinta
xinesa amb [l’extracte que havia estat escalfat a 60°;
tinta amb extracte escalfat a 80° per 30 m. i, com a con-
trol, la tinta diluida en solucié de Ringer. Es presenta
una difusi6 de més de quatre vegades I'area del control
en el punt injectat amb l'extracte testicular fresc, mentre
les barreges que contenien els extractes escalfats no do-
naren una difusié més gran que en el cas del control
Evidentment, 1’escalfament a 60° destrueix, no solament
el poder d’exaltar el virus, siné també el d’augmentar
la difusi6 de la tinta xinesa.
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RELACIO DEL FACTOR REYNALS AMB LES CEL-LULES
ESPERMATOGI‘ENIQUES DELS TESTICLES

Observacions anteriors han demostrat que solament
resulta una exaltaci6 molt petita de les infeccions, quan
en resulta alguna, dels extractes preparats a partir de
testicles criptorquidics en els quals la funcié esperma-
togénica esta practicament absent, perd que, ja se sap,
son rics en teixit intersticial. Els dltims experiments,
comprenent quatre proves, han revelat que els extrac-
tes de l'epididim de la rata o del conill tenen un poder
exaltant tan intens com els extractes testiculars. En
una prova, 'esperma de conill presenta una considera-
ble quantitat de factor exaltant. Creiem, doncs, que és
justificat relacionar el factor Reynals, en ei testicle, amb
I'esperma i amb les cél-lules espermatogéniques, de di-
visi6 activa. Que aquest factor no és el mateix que
I'hormona sexual del mascle ens ho ensenya l’abséncia
de cap poder exaltant en els lipoides testiculars, tan ac-
tius en provocar el creixement de la cresta i les barbes en
els galls castrats.! Un de nosaltres treballa ara per a
determinar la naturalesa i la localitzaci6 en els teixits del
material exaltant.

Discussié 1 CONCLUSIONS

Els experiments de aquesta nota demostren que
I'extracte testicular fa que les particules de tinta xinesa

1. Volem expressar el nostre agraiment al doctor Koch de la
Universitat de Xicago per haver-nos donat la seva activa preparaci6é
de lipoides testiculars.
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i les de blau de Prissia es propaguin molt més extensa-
ment a través dels espais intercel-lulars que suspensions
similars fetes en soluci6 de Ringer. EIl blau de metile
inoculat intravenosament es localitza més extensament
en arees préviament injectades amb extracte testicular
que en les arees de control que rebien injeccions d’ex-
tractes de teixits sense poder exaltant. Els extractes
renals tenien aquesta propietat en un grau menor, men-
tre els extractes esplénics i el sérum sanguini n’eren
faltats.

El poder de propagacié dels extractes és destruit per
escalfament a 60° durant trenta minuts, com ho és el poder
d’exaltacié6 d’infeccions. El mecanisme d’acci6 del fac-
tor Reynals no és exactament conegut, perd els resul-
tats d’aquests experiments suggereixen que pot dependre,
almenys en part, de la propietat per la qual l'extracte
testicular augmenta la difusi6 dels materials injectats i
altera la permeabilitat de les cel-lules dels teixits. No és
inconcebible que els canvis en la permeabilitat facilitin
el pas del virus vacunal a través de les cel-lules endote-
lials dels vasos sanguinis i limfatics, i portin a la infeccié
vacunal generalitzada, que és freqiient en els resultats
consignats (20).

Ha estat demostrat que els fluids i les suspensions
de particules inertes difonen més amb l'extracte. Les
exotoxines tetaniques, les endotoxines del B. coli i la
tripsina no son exaltades en llur acci6, malgrat difon-
dre en un area més ampla en els teixits. Els virus, per
altra banda, sén marcadament influits, i en aquest punt
s’assemblen a les bactéries, no a les toxines ni als enzi-
mes. Sembla probable que una capacitat definida per
a multiplicar-se sigui una condicié perqué la substancia
injectada vegi els seus efectes exaltats. Pot concloure’s
amb reserves que el poder exaltant de l'extracte testi-
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cular pot dependre de la propietat que, no solament fa
difondre el material injectat, sin6 que, a més, fa les cel-
lules més facilment penetrables pels agents.

© W onE W

—
e

Laboratoris de The Rockefeller
Institute for Medical Research. New York.
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