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UN EJERCITO PROFESIONAL Y ACONFESIONAL
AL SERVICIO DE LA REPUBLICA ARGENTINA (1862-1930)

José Luis Speroni
j-speroni@yahoo.com.ar
RESUMEN

El presente trabajo surge a partir de la investigacién desarrollada con motivo de la Tesis de
Maestria en Psicoanalisis, defendida por el autor en la Universidad John F. Kennedy, titulada
“Las masas artificiales en Freud — Ejército e Iglesia- El caso argentino (1930-1973). Un coctel
explosivo”. Por lo tanto, pretende una mirada desde esa disciplina. Como una manera de
argumentar el proceso de combinacién entre Ejercito e Iglesia Catdlica partir de 1930, era
necesario determinar la etapa anterior de la relaciéon de ambas instituciones en el marco del
Estado Nacion. El periodo analizado comprende la recreacion del Ejército, como Nacional,
a partir de la Presidencia del Dr. Bartolomé Mitre en el afio 1862. Surge un Ejército aconfe-
sional, al servicio de la Reptiblica, que se podria caracterizar como una organizacion abierta al
aprendizaje — Organizacion Inteligente- de acuerdo con la teoria formulada por Peter Senge.
La libertad intelectual que imperaba entre sus miembros y la valoraciéon que se hacia del
conocimiento cientifico amortiguaban el dogmatismo, propio de una institucion de caracter
vertical, permitiendo a cada sujeto militar integrante, sostener sus propias convicciones en
materia religiosa. Siendo el eje de su formacidn, y transito por el Ejército, la preparacion
profesional. Ejército e Iglesia, caminaron por canales de mutuo respeto en el marco de la
Repuiblica. Todos estos aspectos pueden ser probados a partir del analisis de repositorios
existentes en archivos militares y en los propios de la SCA.

Palabras clave: Ejército, historia, psicoanalisis, Sociedad Cientifica Argentina, Revista Militar,
Iglesia Catdlica, dogmatismo, libre pensamiento.

A professional and non-confessional Army at the service of the Argentine Republic (1862-
1930)

SUMMARY

The present work arises from the research developed on the occasion of the Master Thesis
in Psychoanalysis, defended by the author at the John F. Kennedy University, entitled “The
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artificial masses in Freud - Army and Church - The Argentine case (1930- 1973). An explosive
cocktail. “ Therefore, it seeks a view from that discipline. As a way to argue the process of
combining the Army and Catholic Church from 1930, it was necessary to determine the pre-
vious stage of the relationship of both institutions within the framework of the Nation State.
The period analyzed includes the recreation of the Army, as National, from the Presidency of
Dr. Bartolomé Mitre in 1862. A non-confessional Army emerges, at the service of the Republic,
which could be characterized as an organization open to learning - Organization Intelligent-
according to the theory formulated by Peter Senge. The intellectual freedom that prevailed
among its members and the valuation that was made of scientific knowledge cushioned dog-
matism, typical of a vertical institution, allowing each member of the military to hold their
own convictions in religious matters. Being the axis of its formation, and transit through the
Army, profesional. Army and Church, walked through channels of mutual respect within
the framework of the Republic. All these aspects can be tested from the analysis of existing
repositories in military archives and those of the SCA

Keywords: Army, history, psychoanalysis, Argentine Scientific Society, Military Magazine,
Catholic Church, dogmatism, free thought

Um exército profissional e ndo denominacional ao servico da Republica Argentina (1862-
1930)

RESUMO

O presente trabalho decorre da pesquisa desenvolvida por ocasidao da Tese de Mestrado em
Psicanalise, defendida pelo autor na Universidade John F. Kennedy, intitulada “As massas
artificiais em Freud - Exército e Igreja - O caso argentino (1930- 1973). Um coquetel explosivo
“. Portanto, procura uma visao dessa disciplina. Como forma de argumentar o processo de
combinacao do Exército e da Igreja Catodlica a partir de 1930, foi necessdrio determinar a etapa
anterior do relacionamento de ambas as institui¢des no ambito do Estado-nagao. O periodo
analisado inclui a recreacao do Exército, como Nacional, da Presidéncia do Dr. Bartolomé
Mitre em 1862. Um exército ndo-denominacional surge, ao servi¢o da Republica, que pode
ser caracterizado como uma organizagao aberta a aprendizagem - Organizacao Inteligente
- de acordo com a teoria formulada por Peter Senge. A liberdade intelectual que prevaleceu
entre os seus membros e a avaliagdo que foi feita do conhecimento cientifico do dogmatismo
amortecido, tipico de uma institui¢do vertical, permitindo que cada membro do exército
mantenha suas proprias convicgdes em assuntos religiosos. Sendo o eixo de sua formagao
e transito pelo Exército, a preparagao profissional. Exército e Igreja, atravessaram canais de
respeito mutuo no ambito da Reptiblica. Todos esses aspectos podem ser testados a partir
da andlise de repositdrios existentes em arquivos militares e de SCA.

Palavras-chave: Exército, histdria, psicanalise, Sociedade cientifica argentina, revista militar,
igreja catdlica, dogmatismo, pensamento livre.

Introduccion

El presente trabajo surge a partir de la investigacion desarrollada con motivo de la
Tesis de Maestria en Psicoanalisis, defendida por el autor en la Universidad John F. Kennedy,
titulada “Las masas artificiales en Freud — Ejército e Iglesia- El caso argentino (1930-1973).
Un céctel explosivo”. Por lo tanto, pretende una mirada desde esa disciplina. Como una
manera de argumentar el proceso de combinacién entre Ejército e Iglesia a partir de 1930, era
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necesario determinar la etapa anterior de la relaciéon de ambas instituciones en el marco del
Estado Nacion. El periodo analizado comprende la recreacion del Ejército, como Nacional, a
partir de la Presidencia del Dr. Bartolomé Mitre en el afio 1862.

Freud resalta una paradoja “Pero, bajo el influjo de la sugestién, las masas son ca-
paces también de elevadas muestras de abnegacion, desinterés, consagracion a un ideal.” )
Este aspecto es altamente destacado y convive en el Ejército y es vital para cumplir con su
cometido. En el periodo anterior al afio 1930, cuando no habia influencia de la Iglesia, su
pureza y afloramiento era visible con mayor fuerza. Pero, ademads, el Ejército pertenecia a lo
publico y la Iglesia a la esfera de lo privado en el marco de un estado laico, muestra que “El
Ejército no habia sido en absoluto aquel bastién catélico situado dentro de la sociedad laica
que la iglesia quiso hacer creer. El liberalismo y la masoneria habian arraigado también entre
los militares, en particular la Marina ®. En todo caso, los oficiales no veian al catolicismo
como una ideologia; no era eso lo que inspiraba su funcién publica. A las Iglesias concurrian
sobre todo las mujeres; eran lugares de una devocion tradicional y esencialmente privada y
ello no implicaba un determinado comportamiento social. El Ejército era sustancialmente
“aconfesional”, al punto que, por ejemplo, en 1928 un oficial judio se propuso como candidato
en las elecciones del Circulo Militar.” ©
Este aspecto serd desarrollado mostrando un pensamiento plural y tolerancia discursiva en
el seno del Ejército, teniendo en cuenta: la relacion de los militares con la Ciencia, los textos
de la Revista Militar (1884-1930), la participacion de la masoneria en el Ejército, dimension-
ada cualitativa y cuantitativamente y ademas una mirada por las escuelas militares (Colegio
Militar de la Nacion y Escuela Superior de Guerra).

;Cual era la relacién de los militares y el culto catdlico? ;Codmo se materializaba
esa situacion de “aconfesional” que expresa Zanatta? ;Qué se escribia en las publicaciones
militares? ;Cual era la relacion de lo militar y lo cientifico en el periodo considerado? ;Cuales
eran los indicadores que mostraban un pensamiento plural?

El marco contextual necesario

Una sintesis, del proceso de la Argentina libre, independiente y soberana puede
ser descripta en: 1) La independencia de Espana (y de toda otra nacién extranjera) su gé-
nesis y consolidacién (1810-1816). Acompafiada de un proceso centrifugo preliminar de
fundacién institucional 2) Exacerbacién del proceso centrifugo de construccion del Estado
Nacidn, caracterizado por luchas entre provincias preexistentes (1817-1861) —que en la prac-
tica se comportaban como pseudo estados- 3) La conformacion definitiva y consolidacion
del Estado — Nacién (1862- 1890). Para Oscar Oszlak el Ejército fue uno de los cuatro ejes
para concretar la construccion del Estado y su consolidacion. El represivo ©.

Por un lado, todas las unidades politicas, menores y preexistentes, fueron sub-
ordinadas a un poder que las contuvo: el Estado Nacion Argentina. Por el otro, el Estado,
contaba con las capacidades para diferenciar su control y de internalizar una identidad col-
ectiva. Para ello fue necesario sustraer de una parte de la sociedad que la reclamaba para
si, pero nada tenia que ver con su funcion especifica. Esta Institucion fue la Iglesia Catdlica
Apostolica Romana que operaba los cementerios, el registro de los nacimientos y defuncio-
nes, y el arma vital de un Estado para el progreso de sus habitantes y construccion de su
identidad: La educacion. Un poder dentro de un poder soberano, que no era tal hasta que el
general Julio A. Roca como Presidente de la Republica, adopto las decisiones.

La idea de progreso en el campo social y la fe en los avances del capitalismo
industrial generaban una vision optimista del futuro humano. Esta vision, propia del posi-
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tivismo, requeria la eliminacion de los obstaculos que, para los hombres del ‘80, eran prin-
cipalmente: la tradicién, tanto indigena como hispanica, y la falta de educacién al estilo
europeo. Bajo el impulso de los hombres del '80, se impulsaran la sancién de las llamadas
“Leyes Laicas”, que transformardan en estatales una serie de funciones valiosas que estaban
en manos de la Iglesia.

Se cre¢ el Registro Civil que llev6 por primera vez un control estatal de nacimien-
tos, casamientos y defunciones, y le permiti6 al Estado manejar sus propios padrones elec-
torales y dejar de depender de la Iglesia para la realizacién de los comicios. Por iniciativa de
Sarmiento, en su funcién de director general del Consejo Nacional de Educacién, el gobi-
erno sancionod en 1884 la Ley 1420, que establecia la ensefianza primaria gratuita, obligatoria
y laica para todos los habitantes del pais. “Para que hubiera una identidad politica catdlica
era necesario que existiera un enemigo contra el cual apuntar los dardos. Es cierto que, en
1883, ese enemigo se presentd bajo la forma del Estado “liberal” y se desarrollé entonces una
interminable prédica contra el liberalismo, en nombre de Dios” ®

Se debe destacar, el caracter adelantado de la Ley N° 1565 de creacion del Regis-
tro Civil. Del 31 de octubre de 1884, en el CAPITULO V-De los matrimonios-. Punto 54, se
inscribird en el libro de los matrimonios, en su cuarto apartado “Las sentencias ejecutoria-
das en que se declare la nulidad del matrimonio o se decrete el divorcio.” (Ley N° 1565). Es
significativo también el punto 55. “El marido estara obligado a presentar para su inscripcion
en el Registro, copia de la partida que compruebe el acto, suscripta por el parroco, pastor o
ministro de la religion con cuyo rito se hubiere celebrado.” (Ley N° 1565) ©

El Ejército aconfesional con circulacion de discursos contrapuestos

El esfuerzo de la Reptiblica a partir de 1884 y hasta 1910 estuvo caracterizado por
una importante accion del estado en institucionalizar al Ejército, lo que logré mediante un
fino equilibrio entre sus componentes profesionales y corporativos; a partir de ese afio y hasta
1930, mostrd tanto un afianzamiento de la profesion militar como un progresivo avance hacia
una mayor autonomia institucional. © De este modo, los miembros de la Institucion fueron
reconocidos, tanto por el estado como por la sociedad civil, como seguidores de una fuerte
vocacion y dentro del sistema institucional. ® El ejército profesional es propio del estado-
nacion, moderno. Por ello, participaba de las caracteristicas del tipo burocratico de éste.

En efecto, este Ejército era, “sustancialmente <<aconfesional>>" ;En qué consistia esa
“aconfencionalidad”? ;Cuales eran los factores que permiten tal afirmacion? ;Qué concepto
lo representa? Esa situacion tiene estrecha relaciéon con la vivencia y la vigencia en el marco
de la cultura institucional de un pensamiento plural ;Cuales son los hechos y circunstancias
que permiten afirmar que el Ejército Argentino entre los anos 1862 hasta 1930 se nutrid y vivio
en el marco de un pensamiento plural? Cémo una manera de aproximar una respuesta a los
interrogantes planteados, se desarrollan como fue: la relacion de los militares con la ciencia y
los textos de la Revista Militar (1884-1930), la participacién de la masoneria en el Ejército entre
1862 y 1930, dimensionada cualitativa y cuantitativamente y, ademas, es pertinente dar una
mirada por las escuelas militares (Colegio Militar de la Nacion y Escuela Superior de Guerra).

Freud expresa que la génesis del supery¢ en la autoridad de los padres a “los cuales
se agrega luego los educadores, los profesores y, por ultimo, toda la multitud innumerable
de las personas del medio social correspondiente (los compafieros, la opinién publica,” © con
posterioridad, aclara, “queda transferido a los maestros y a aquellas otras personas que ejercen
autoridad sobre el sujeto, el papel del padre, cuyos mandatos y prohibiciones conservan su
eficiencia en el Yo ideal y ejercen ahora, en calidad de consciencia la censura moral.” @”“De
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idéntica manera, en el curso de la evolucion individual el super-yo incorpora aportes de sus-
titutos y sucesores ulteriores de los padres, como los educadores, los personajes ejemplares,
los ideales venerados en la sociedad.” @V

De manera que, en la Institucion militar, el influjo de superiores, que se comportan
como maestros, dado que la educacién es constante y contintia en escuelas (formacion 2y
perfeccionamiento) y en los cuarteles ¥, conformaban el nticleo de referencia para esa iden-
tificacion inconciente. Ademas, constituye un elemento importante la definicién de quienes
eran los personajes ejemplares, del momento, los héroes sefieros eran Belgrano, San Martin,
Washington y Garibaldi.

Los elementos que se describen estan definiendo en la practica que caracteristicas
debian tener esos personajes ejemplares y que pautas debian verificar. La Revista Militar, en
el editorial del primer niimero expresaba los ideales de eminentes profesionales, en el marco
de la Reptblica y del conocimiento cientifico. ¥ También hubo una probada relacion entre
la masoneria en el ejército y militares en la masoneria en el periodo. Su origen estaba en el
espiritu de los que hicieron de la Colonia una Nacién. “Ni antigua ni medieval, la masoneria
fue una invencion del Siglo de las Luces, de la revolucidn cientifica y de la revolucion cultural
del siglo XVIII”. ™ La masoneria esta definida como una institucion filoséfica, educativa,
benéfica y filantrépica, de cardcter ecuménico, al servicio de la libertad y de la dignidad
del hombre. No es atea.” 9 Si bien hay masones famosos, entre ellos San Martin, Belgrano,
Castelli, Moreno, etc., aunque debe ser estudiado cada uno en particular. Sin embargo, partir
del afio 1857 la Masoneria es una sociedad que tiene existencia real, concreta y juridica en la
Repuiblica Argentina. El Ejército Argentino ha recibido su influencia en la persona de inte-
grantes que participaban de ella. En general el tema ha sido tratado desde la confrontacion,
donde ha primado la perspectiva ideoldgica. La polémica muchas veces no ha dejado ver
otras aristas que estaban presentes en el hecho social. El liberalismo y la masoneria tenian,
en las dos primeras décadas del siglo XX un fuerte arraigo en el Ejército y en la Marina, como
consecuencias de la generacion del 80.17

Alberto Triana dijo “La masoneria lleva en sus entrafias el odio a la patria” ®;Quién
podria pensar que, por ejemplo, el teniente general Nicolds Levalle odiaba a su Patria? Un
testimonio elocuente lo constituye la Imagen 1. " También lo desmienten, desde la mirada de
la temdtica, la cantidad y calidad de los militares que se nutrieron de sus principios y practicas.
Alcibiades Lappas, ha adjuntando aproximadamente 2400 nombres, de los cuales unos 570
pertenecian al Ejercito, Marina y a las Milicias Provinciales. De ellos unos 413 formaron parte
del Ejército Argentino escalafén Cuerpo Comando, ya sea por haber pertenecido al Ejército
Nacional (EN) o egresado del Colegio Militar de la Nacién (CMN). Correspondiendo 96 a
oficiales del CMN y 317 pertenecian al EN. Esta documentacion fue publicada hace mas de
50 afnos, habiendo recibido criticas desde lo ideolégico, pero no sobre errores en la inclusion
de los nombres.

Los tenientes generales eran 18, de los cuales 13 pertenecian al Ejército Nacional y
los cinco restantes eran egresados del CMN. @V Para dar una nocién del periodo de actuacién
diremos que habian nacido entre 1792 y 1874 y fallecido entre 1871 y 1960. Dentro de esta
categoria hay que tener en cuenta, también, a tres brigadieres generales. Los generales de
division eran 17, de ellos 10 pertenecian al EN y 7 egresados del CMN nacidos entre 1801 y
1876 y fallecidos 1888 y 1963. Los generales de brigada eran 34, 21 pertenecientes al Ejército
Nacional y 13 egresaron del CMN. Nacidos entre 1831 y 1892. Fallecidos entre 1896 y 1963.
Hay que agregar a ellos 5 coroneles mayores. Los coroneles sumaban 94. Lo que hacia un
total de 171 oficiales superiores. Los oficiales jefes eran 199, entre 125 tenientes coroneles y
54 mayores. De los 413 miembros consignados solo 42 eran oficiales subalternos. Tanto el
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Club Militar, -luego Circulo Militar— como la Sociedad Militar Seguro de Vida fueron fun-
dadas, en el afio 1881 y 1902 respectivamente, por masones como una actividad mutual y
filantropica. Se destacan: Nicolds Levalle, Rosendo Maria Fraga, Antonio Donovan, Daniel
Cerri, Remigio Gil, Luis J. Dellepiane, Enrique Spika, entre otros. En todos los campos de la
conduccion militar se destacaron los masones. 2

¢(Por qué, siendo tan importante la relacion entre Masoneria y Ejército no forma
parte del patrimonio historico, relevado en los textos, del Ejército Argentino? A partir de 1930
se construyd un relato, donde el Ejército pasaria a ser catélico, para ello era necesario borrar
todo lo que contradecia o no lo favorecia.

La conduccién militar tiene que ver con el arte y la ciencia, esa palabra es la que
justifica ese interés. La relacion de los militares con la ciencia en el periodo anterior a 1930, es
un asunto solo conocido para estudiosos de la problematica, no se encuentra descripto en los
“libros de historia”, ni siquiera los que circulan en los &mbitos militares. El dato mas relevante
es la participacion de militares en la Sociedad Cientifica Argentina (SCA) y los militares que
hicieron su aporte a la ciencia. @

El origen de la SCA se produjo en pleno proceso de creacién y consolidacion del
estado-nacion, moderno (1862 — 1890). “La SCA ha sido la madre de varias sociedades y el
hogar intelectual de muchos argentinos”. ® El 28 de julio de 1872, se form¢ con la presidencia
de Luis Augusto Huergo y Augusto Ringuelet, con el apoyo entusiasta de Estanislao Zeballos
fomentar el estudio de las ciencias matematicas, fisicas y naturales, y sus aplicaciones, para
estudiar las publicaciones, inventos o mejoras cientificas, en especial las que tuvieran una
aplicacion practica en el pais y -reunir a los ingenieros, tanto del pais como extranjeros, a
los estudiantes de ciencias exactas y a las demas personas cuya ilustracion cientifica sirviese
para el logro de los dos objetivos anteriores. Los nombres, de Burmeister, Ameghino, Doer-
ing, Lorenz, Zeballos, Holmberg, Berg se confunden con los militares Host, Wysoski, Bosch,
Fontana, Baldrich, Alvarez, Lugones y tantos otros. Los elementos conceptuales que permiten
explorar la esta relacion son: participacion societaria, presencia en Congresos Cientificos,
autoria de articulos en la Revista Anales, realizacion de expediciones cientificas: con apoyo
militar o integrando expediciones militares y presidencia de la SCA. @)

Al Congreso Cientifico Internacional de 1898 realizado por la SCA adhirieron
institucionalmente la 12 y 22 division del ejército argentino. Entre otros los militares partici-
pantes se cuentan: mayor Ing. Gerardo Aranzadi, teniente coronel Luis Dellepiane, capitan
Ladislao Mariano Fernandez, y otros 15 oficiales. El teniente coronel Enrique Mosconi, quien
llevo la empresa YPF, de la nada a lo que fue en el afio 1929, en extraccidn, refinerias y com-
ercializacion y que, ademas, fue uno de los padres de la aviacién civil, también paso por la
SCA y tiene textos publicados en la Revista Anales® En el afio 1910, como uno de los eventos
para festejar el Centenario de la Reptiblica Argentina, fue organizado el Congreso Cientifico
Internacional Americano, donde lo militar fue uno de la ejes de las teméticas a investigar.
El equipo argentino estaba integrado por un ntcleo representativo de oficiales siendo el te-
niente general Pablo Ricchieri, quien los dirigia y hubo 32 ponencias de los distintos paises,
desarrollandose en la sede del Circulo Militar. ®”

Lo elementos iconicos permiten sintetizar la intensidad de la relacidn, se trata de
dos de las fotografias enmarcadas que custodian, juntos con la de los otros que dirigieron la
institucion, el despacho del presidente de la SCA, las del Ing. general Arturo Lugones (1906-
1908), quien fuera director del Colegio Militar de la Nacién, que representaba las ciencias
duras, matematicas y fisicas y del doctor general Agustin Alvarez (1912 - 1913), llamado el
apostol civil, dado que no es conocido por su grado militar, marcé el pensamiento argentino
desde el libre pensamiento. Ambos tuvieron también gran importancia en el sistema educativo
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militar de la época, en el marco de las instituciones de la Republica.

\

Imagen 1: Nicolas Levalle con una banda masdnica sobre su uniforme de coronel
de Infanteria

La Revista Anales de la SCA, le asignaba caracter cientifico a la revista del Circulo
Militar creada en 1884, destinadas a brindar informacion de interés en un amplio campo, lo
estrictamente militar, cientifico, técnico, politico internacional, historico, legal, moral y ético.
Dicha revista ha incentivado la independencia de opinion, el debate, la confrontacion epistolar
respetuosa, aunque critica. En junio de 1884, pocos dias antes de la sancion de la Ley 1420
de Educacién Comun, Gratuita, Laica y Obligatoria, y por iniciativa del entonces sargento
mayor Alberto Capdevila se organizaba en Buenos Aires la Direccién de Publicaciones, con
la misién de editar una revista que mantuviera informados a los socios del Circulo Militar
sobre las actividades que se desarrollaban en ese entonces y contribuir a la cultura y formacion
intelectual de los cuadros del Ejército.

Por esos afos la educacion significaba un alto valor a alcanzar y mantener por el
Oficial, por ello es que el propio Capdevila decia que las publicaciones eran un excelente
medio para contribuir a la educacién y, en especial un fomento intelectual para el personal de
cuadros de oficiales del Ejército Argentino. Agregando: ;Es posible que el militar fuese ajeno
a toda idea de progreso, permaneciendo impasible al movimiento intelectual, sin importarle
de los beneficios que hardn a los pueblos como el soldado mismo al ennoblecimiento de la
profesion militar? @

Entre los propdsitos declarados de su creacion se destacan: apuntar a los defectos
de la Organizacion Militar tendiendo a su correccion y perfeccionamiento, contribuir al pro-
greso intelectual y dar cuenta de los adelantos en el arte militar y de la guerra, ® a juzgar
por su produccién ha sido totalmente cumplido. De esa usina de pensamiento salieron las
ideas para crear el Estado Mayor General, que fue juzgado como un cuerpo cientifico, ®”la
evaluacion critica del Colegio Militar y otros Institutos de formacion, la creacion de la Es-
cuela Superior de Guerra, pero sobre todo a generar un espiritu critico donde la libertad y la
disputa por la verdad eran la savia que corria por toda la organizacién militar. En ese marco
son comunes los articulos firmados con seudénimos. Todo se discutia, pero ese todo estaba
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referido exclusivamente al &mbito de lo militar, descartandose opiniones sobre la politica y
la religion. No existe en el periodo, ningtin texto vinculado a la fe o al sentimiento religioso,
aspecto netamente ligado a la esfera personal. Solamente hay un escrito sobre la actuaciéon
de los capellanes en la llamada primera conscripcién general de ciudadanos, convocada por
laley 3318 del 23 de noviembre de 1895 en Cura Malal. En dicho articulo se habla de funcién
del capellan desde el punto de vista del mantenimiento de la moral. EI que lo escribe es el
teniente coronel Daniel Cerri, masén. Por lo tanto, esta condicion a la luz de lo desarrollado
en los parrafos anteriores no resulta extrafio. Pero, ademas, se daba cuenta de la recepcién
de una publicacién nacional un ejemplar de una Revista general de la masoneria, de noviem-
bre de 1887. “Al efecto, cabe destacar la comunidad de ideas entre militares y masones, en
particular de aquellos mas conservadores o bien los catolicos liberales, vaya dicotomia de la
época, que compartian plenamente ese ideario liberal” ¢

Desde la pluma se insiste, en el afio 1885, quince afios antes de su efectiva fun-
dacion, la necesidad de la creacion de una Escuela de Guerra o la futura Universidad Militar
andloga a la existente en Alemania, tendiente al més alto perfeccionamiento de los oficiales,
como un efecto nivelador de erudicion cientifico militar. “El ideal de Soldado y Ciudadano
se vio plasmado en la férrea defensa de las instituciones de la reptblica, desde los escritos
de la Revista, al escenario de las relaciones”. ¢?

Las escuelas militares desarrollaban sus actividades profesionales teniendo como
referencia el espiritu reinante en la época, de aconfesionalidad, tolerancia y respeto. Es perti-
nente reflexionar en este punto, sobre la base de los comentarios de Freud sobre el psicoanali-
sis y la educacion “Si uno esta convencido de las fallas de nuestras presentes instituciones
sociales, no puede justificar que la pedagogia de sesgo psicoanalitico sea puesta, pese aello, a
su servicio. Seria preciso fijarle otra meta, una meta mas elevada, libre de los requerimientos
sociales dominantes: eso es importantisimo, ofrece grandisimas esperanzas para el futuro,
quizas es lo mas importante de todo cuanto el analisis cultiva. Me refiero a la aplicacion del
psicoanalisis a la pedagogia en la educacion de la generacion futura” 3

Asi también plantea que para el psicoanalisis la educacion tiene que buscar su
equilibrio entre la denegacion y lo permitido, debiendo decidir cudndo y cémo prohibir y
como alentar el camino de su propio deseo. ¥ Aspecto que tiene su correlato en las directivas
sobre la educacién que estan basadas en el amor, como, por ejemplo, las misiones del profe-
sor militar que figuran en el cuadro 1 (Instrucciones para el funcionamiento de las Escuelas
preparatorias y de clases — Afio 1907).

Cuadro 1 Instrucciones para el funcionamiento de las Escuelas preparatorias y
de clases — Afio 1907

Art. 14. Son deberes del profesor, con respecto a sus subordinados:

a) Educar con el ejemplo, instruir por la persuasion; es viendo y observando como se
aprende para mas tiempo;

b) Ser afable, porque el exceso de severidad no fue jamas procedimiento para con-
vencer ni para ensenar;

¢) Ser bondadoso, porque su mision es ensefiar como maestro, sin imponerse como
autoridad;

d) Sefialar olvidos, errores o defectos, pero sin llegar a la critica, que enerva los entu-
siasmos y quebranta las aspiraciones;

e) Ser serio, sin ser rigido, para dejar que se establezca una cierta respetuosa relacion
entre el espiritu del que va a ensefiar y del que quiere aprender, factor principal en
los resultados de la educacion.
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Los aspectos resaltados sobre la estimulacion de un pensamiento plural, con la
aceptacion de discursos contrapuestos iban en ese sentido. Tanto en la Escuela Superior
de Guerra como en el Colegio Militar de la Nacion, convivian como profesores, el general
Agustin Alvarez, socidlogo, jurista y politico que fuera Gran Maestre de la Gran Logia de
Antiguos y Aceptados Masones en la Argentina, José Ferreira, considerado el padre, desde
la filosofia, del positivismo y Manuel Carlés abogado, politico, miembro de la Unién Civica
Radical - Interventor nombrado por el presidente Hipdlito Irigoyen en el afio 1918 - y fun-
dador de la Liga Patridtica Argentina, una organizacion ligada al pensamiento y accién de
la derecha combativa.

Epilogo

La Iglesia y el Ejército, comenzaron a partir de 1930 a transitar por atajos tipicos
y vinculados. La espada y la cruz significaban una unién sagrada. Atribuyéndose la expre-
sion de la nacionalidad y por consecuencia, de la catolicidad, se ubicaban por encima de las
organizaciones politicas. ®® Alianza que llegd, en el tiempo, a variar el sentido para lo cual
fue concebida la Institucién ejército en el marco de un Estado. Todo ello, dio como resultado
la violencia.

El marco que facilitd la concrecion del Cdctel Explosivo fue la creciente instaura-
cion de un pensamiento tinico —~dogmatico— que atravesé todo el periodo en el orden de los
saberes y de las practicas a partir de 1930, con la circulacién de un discurso que comunicaba
un relato que, por un lado, ensamblaba lo militar y lo catélico, y por el otro, fue empujando
progresivamente a la “guerra santa”. Aspecto que se vio potenciado al suprimir todo vesti-
gio de conocimiento sobre el rico pasado aconfesional, la ausencia de contradiscursos y el
acercamiento a EE. UU. en el &mbito de la Guerra Fria.

Sin embargo, se expuso que hubo un periodo en donde Ejército e Iglesia, caminaron
por canales de mutuo respeto en el marco de la Republica, por tanto, es pertinente reflexionar
desde la teoria de Peter Senge sobre la organizacion dispuesta al aprendizaje, para sefialar
diferencias y caracteristicas, al analizar el ejército y la iglesia. Los factores disciplinares que
propone —Sengue- clasico de la Teoria de las Organizaciones, son: dominio personal, modelos
mentales, pensamiento sistémico, trabajo en equipo y una visiéon compartida. ®” Son aspectos
que se pueden comprobar en el Ejército al analizar el periodo presentado

Para Pierre Legendre “La nocidn tedrica mas importante que Freud ha introducido a
la comprension del mecanismo institucional, analdgicamente relacionado con los mecanismos
internos de la psique individual, es sin duda el Superyd” ®® La influencia de los educado-
res y superiores, en un ambito donde circulaban discursos, practicas y saberes en un pleno
sentido profesional daban como resultado un Ejército adecuado a las exigencias de la época
en el marco de la Reptblica. “marca de estar regulado para ser transmitido, escapando a
toda voluntad y preexistiendo al sujeto que habla”. ® Ademas, Pierre Legendre estudia en
profundidad el orden dogmatico, sus raices y desarrollo en la Sociedad Occidental a partir
de la Iglesia Catdlica, con la instauracién de la censura. “precisa un discurso reglado, puntu-
almente relatado, riguroso en su gramatica y que preserve la escala de los sentidos, discurso
ortodoxo y sabio en consecuencia.” “? Esta situacion de orden dogmatico, de inmovilidad de
pensamiento, que no conocia antecedentes en el Ejército Argentino, comienza a consolidarse
a partir del fenémeno de fusion con la Iglesia Catolica a partir de 1930. Insiste Legendre con
conceptos que permiten reflexionar, “en este ensayo pretendo realizar solamente el inventario
de un nuevo campo (los enunciados dogmaticos de toda institucion para su propio desar-
rollo y salvaguarda) a fin de establecer la hipdtesis plausible de un sentido a dar al desvio
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institucional” “V
¢Es posible hablar en el caso argentino de un desvio institucional del Ejército a
partir de 1930?
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OBITUARIO
JUAN MARIA CARDONI

La Sociedad Cientifica Argentina ha perdido a uno de sus mas conspicuos miembros de su
Junta Directiva, que desarroll6 una sobresaliente trayectoria en la Ingenieria Argentina. No
sélo fue Profesor Regular Titular de Estructuras 1,2y 3, dela UBA, con 43 afios de dedicaciéon
semi-exclusiva, las obras edilicias en las cuales intervino han sido innumerables y se destacan
por su impacto profesional y social. Asi, el Complejo Comunal de la ciudad de Neuquén; el
Hipodromo de Mar del Plata; el Ministerio de Trabajo de la Nacion; la Terminal de Omnibus
de larga distancia de Buenos Aires; la restauracion de la Basilica de Lujan; el nuevo edificio
de la Morgue Judicial de Comodoro Py; estadio del Club River Plate; el Mercado Central de
Buenos Aires; el nuevo Estadio de San Lorenzo de Almagro; el Hospital Durand de la Capi-
tal Federal; los refuerzos estructurales en las torres de Av. Corrientes y Uruguay y de Av.
Callao y Santa Fé, y, en la preservacion de edificios histdricos, tales como, el de la Catedral
Metropolitana, de la Casa de Gobierno, de la Manzana de las Luces, de la Parroquia del Pi-
lar, del Teatro Coldn, y, las pericias de la Embajada de Israel y de la AMIA. Como miembro
de SCA, colaboré permanentemente con el mantenimiento del edificio de la Avda. Santa Fé
1145, y, en las reuniones de la Junta Directiva a la que pertenecié durante tantos afios, brindo
siempre su atinada palabra y prudente consejo, por lo cual este humilde homenaje es nuestro

permanente recuerdo.-

Angel Alonso.



I Anales de la Sociedad Cientifica Argentina ¢« Volumen 262 N° 2 « 2018 « Pag. 18




Anales de la Sociedad Cientifica Argentina * Volumen 262 N°2 » 2018 - Pag. 19 I

COMENTARIO SOBRE LA TESIS: FABRICA DE AZUCAR
DE REMOLACHA (1928), DE MIGUEL ANGEL ACERBI,
PARA OBTENER EL TITULO DE INGENIERO QUIMICO

Norma Acerbi Cremades

FCM, UNCordoba - Dean Funes 2063 (Cérdoba); norma_cerbi@hotmail.com

https://historiamedicacordobesa.blogspot.com.ar/
RESUMEN

El presente trabajo comenta la tesis sobre el proyecto de instalar una fabrica de aztcar de
remolacha, en la provincia de San Juan (Argentina).

Se desarrolla en diez extensos capitulos, con un total de 531 paginas, escritas a mano. El
autor comienza estudiando la composicion quimica de los suelos; el modo y época propicia
para la siembra, asi como su rendimiento por hectarea.

Se comparan las variedades de remolachas posibles a cultivar y sus correspondientes por-
centajes de sacarosa y su relacion con el peso de la cosecha. La influencia del clima y las
modificaciones sufridas por el transporte y almacenaje.

El proyecto de fabrica, comprende la ubicacion y necesidades edilicias; la maquinaria nece-
saria, segun los procedimientos a emplear para la extraccién del azticar. Ademas, los edifi-
cios anexos, tales como los destinados a: calderas y maquinas de petréleo; usina eléctrica;
hornos de cal y carbon de coke; laboratorio quimico; instalaciones de anhidrido sulfuroso y
azufre. Figuran también los planos para las viviendas de directivos, empleados y obreros.
Finaliza con el calculo de utilidades por la venta de los tres tipos de azticar obtenidos; la
amortizacion durante 60 afios y el calculo de las utilidades por la venta de los subproductos
de la remolacha azucarera, obtenidos luego de la extraccion del aztcar.

Hay consideraciones sobre la historia de la industria azucarera en el mundo; en nuestro pais
y en San Juan con la denominada Sociedad Anénima Azucarera de Cuyo.

Palabras claves: tesis, fabrica, remolacha azucarera, ingenieria
ABSTRACT

This paper comments a thesis on the project of installing a beetroot sugar factory in the
province of San Juan (Argentina).
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The thesis is developed in 531 hand written pages divided in ten long chapters. The author
starts by studying the chemical composition of the soils, the adequate manner and time for
cultivation, as well as its yield per hectare.

The possible varieties good for cultivation, their corresponding percentages of saccharose
and their relation to the weight of the yield are compared. The influence of the weather and
the modifications due to transport and storage are also taken into account.

The project of the factory includes the location and the necessary facilities, as well as the
necessary machinery according to the procedures employed for the extraction of the sugar.
Besides, the adjoining buildings, such as the boiler house, the oil machines, the power plant,
lime and coke carbon furnaces, the chemical laboratory, sulfur dioxide and sulfur factory.
There are also plans for the houses of heads, employees and workers.

The thesis finishes with the calculations of profits for the sale of the three kinds of sugar
obtained, the repayments during 60 years, and the calculation of profits for the sale of the
byproducts of the sugar beetroot, obtained after the extraction of the sugar.

This paper shows some details of the history of the sugar industry in the world, in Argentina
and San Juan with the factory called Sociedad Anénima Azucarera de Cuyo

Key words: thesis, factory, beetroot, sugar, engineering

INTRODUCCION

Inspirada por un trabajo publicado recientemente en Anales de la Sociedad Cientifica Argen-
tina® me dispuse realizar un anélisis de la tesis de mi padre, Miguel Angel Acerbi, titulada:
Instalacién de una fibrica de aziicar de remolacha en Pocito (San Juan), que elaboré para optar al
titulo de Ingeniero Quimico.

En 1921, Buenos Aires, se interes6 por una concesion de la remolacha azucarera, que per-
miti6 realizar ensayos de suelo y plantaciones del tubérculo, en San Juan y Mendoza, con
buenos resultados.

Impulsado por estos antecedentes y estimulado por sus profesores, Miguel Angel Acerbi, re-
cibié como consigna de la Escuela Nacional de Minas, Seccién Industrias Quimicas, proyec-
tar una fabrica en la provincia de San Juan, para elaborar quince mil toneladas anuales de
aztcar de remolacha de primera, segunda y tercera categoria, empleando siempre la remo-
lacha sanjuanina.

La tesis debia contener detalles de la fabricacién, acompafiando los planos del conjunto de
las instalaciones, en planchas de 0,60mx0,50m. Se estudiarian las variedades de la remola-
cha, el porcentaje de sacarosa y se deduciria el precio de costo del producto elaborado. Esta
consigna estd fechada, el 7 de abril de 1927 y firmado por los profesores Pedro J Blanco,
Francisco Segundo Conforti y Ramon Flores y el secretario ] H Guzman.

La Escuela Nacional de Minas (Seccién Industrias Quimicas) fue la encargada de otorgar los
primeros titulos de Ingenieros en la provincia de San Juan, hasta la creacién de la Escuela
de Ingenieria dependiente de la Universidad Nacional de Cuyo y su posterior elevacién a
Facultad de Ingenieria.

Esta transformacion fue posible por la ley n°® 13.590, que dice:

El Senado y Camara de Diputados de la Nacién Argentina reunidos en Con-
greso, sancionan con fuerza de ley:
Art 1°.- Los titulos de Ingeniero Civil; Ingeniero de Minas; Agrimensores o
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Ingenieros Quimicos, expedidos por la Escuela de Minas de San Juan, hasta
su incorporacién a la Universidad de Cuyo, tendran el mismo valor en todo
el territorio de la Reptiblica Argentina, que los que en las respectivas profe-
siones otorgan las Universidades Argentinas.

Art 2°.- Comuniquese al Poder Ejecutivo.

Dada en la Sala de Sesiones del Congreso Argentino, en Buenos Aires, a
los veinte dias del mes de septiembre del afio mil novecientos cuarenta y
nueve.

H J Quijano H ] Campora

Alberto H Reales 1 Zavalla Carb6

Registrado bajo el nimero 13.590

Buenos Aires, 07 de noviembre de 1949

Por tanto:

Téngase por Ley de la Nacién, cimplase, comuniquese, dése a la Direccion
General del Registro Nacional y Archivese. Decreto n° 27.988.

Juan Domingo Perén Oscar Ivanissevich

ALGUNAS CONSIDERACIONES HISTORICAS

El aleman Andreas Marggraf, en 1747, descubri6 que se podia obtener azticar por un proce-
so de cristalizacion de la remolacha blanca o remolacha azucarera (Beta-Vulgaris Sacarifera,
Variedad Altissima, Familia de las Quenopodidceas). Esto dio lugar a la consideracion del
tubérculo por los industriales de Francia, Alemania, Austria, Rusia y Dinamarca. En 1806
se intensificd tal produccion, como consecuencia de la falta por el bloqueo establecido por
Napoleén Bonaparte, segtin la Declaracion de Berlin (Prusia) que “Prohibia el comercio y las
relaciones con Gran Bretaiia a todos los pueblos dependientes o aliados de Francia”.

El azticar extraido de la caha de azdcar, principalmente producido en Cuba por aquellos
afios, estaba muy lejos y también dificil para llegar, frente al control en los puertos comer-
ciales en litigio. Es por eso que comenzé en Europa el desarrollo de la industria de la remo-
lacha azucarera, predisponiendo, progresivamente, a los pueblos americanos. En la Argen-
tina, la produccién de azicar de cafa en el noroeste del pais, aseguraba el abastecimiento
de la poblacién. Sin embargo, a principios de 1857, se inici6 la plantacion de remolachas en
Concepcion del Uruguay (Entre Rios), por iniciativa de Justo José de Urquiza, en su palacio
de San José y otros terrenos vecinos. Pero la industria no prospero.

En 1852, David Weston invento la centrifuga colgante y fundé en Honolulu una compania
azucarera, que se volvié prospera transformando a las Islas Hawai. Estas islas, se popu-
larizaron con el nombre de La Escuela Azucarera del Mundo.

Efectivamente alli se experimentd, invento, disefi¢ y construy6 gran ntimero de ingenios de
cafna y de remolacha, que producian con alta calidad.

El programa de expansion de la Compania de Weston (Honolulu Iron Works Company),
llevd la industria a Formosa, Filipinas, México, Cuba, Puerto Rico, Santo Domingo y Ja-
maica, en forma progresiva hasta 1920.

En EEUU se inici6 el cultivo en 1870. La primera fabrica se instalé en Alvado, (California),
con una capacidad de 500 toneladas de raices por dia.
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La industria comenzé a desarrollarse en forma préspera recién desde 1900, dando lugar a la
aparicion de multiples complejos industriales, llegando a producir en 1921, 1.300.000 tone-
ladas de azticar. Sin embargo, no cubria las necesidades de la poblacion y EEUU recibia del
extranjero alrededor de 7.000.000 de toneladas.

Los ingenios de aztcar de remolacha construidos por la “Larrowe Construction CO”, parte
ademads de la Honolulu Iron Works, CO, estuvieron situados en el primer tercio del siglo
XX en: Paulding (Ohio), Toledo (Ohio), Twin Falls (Idaho), Mason City (Iowa), Paul (Idaho),
Worland (Wyoming), Whitehall (Montana) Decatur (Indiana) y Sunnyside (Washington).
En San Juan, por iniciativa del gobernador Federico Cantoni, se estableci6 la Sociedad
Andnima Azucarera de Cuyo, el 9 de Julio de 1927, representando una verdadera promesa
para la provincia. El propdsito fue cortar el monocultivo de la vid y generar otra
industria provechosa. Por ley n° 52, se autoriz6 a José Rebollo y Ricardo Notario para es-
tablecer una instalacion de azucar de remolacha. Se les adjudicaron 10.000 hectareas de
campo, con derecho a riego, en el Departamento Sarmiento, durante 50 afios, con exencién
de impuestos provinciales y municipales por 20 afios. En retribucién, la empresa montaria
una planta industrial para procesar 1.000 toneladas de remolacha por dia. Por otra parte, el
gobierno de San Juan, garantizaba hasta la suma de 3.5 millones para construir el edificio y
adquisicion de maquinaria.

El edificio se construy6 en Media Agua, en 1929 y se sembraron al mismo tiempo, 100 hec-
tareas de remolacha. Se plantaron ademas, 50 hectareas en Jachal y en Pocito y 20 hectareas
en el Departamento de 9 de Julio.

Mendoza se sum6 al proyecto, plantando en el Departamento de Lavalle, varias hectareas
de remolacha azucarera, pensando en mejorar las condiciones de la poblacién rural, muy
carenciada por aquella época.

La Azucarera de Cuyo fue a la quiebra en 1934 con remate de sus maquinarias y la total desin-
tegracion de la empresa.

En Rio Negro, se instald en 1929, el Ingenio San Lorenzo, ubicado en la Colonia del mismo
nombre, a 15 kilémetros de la localidad de General Conesa. Benito Lorenzo Raggio y Juan
Pegassano, fueron los inversores mayoristas para instalar una fabrica de aztcar de remola-
cha, en dicha localidad.

Se trajo maquinaria Skoda de Checoslovaquia y se inicié con éxito la produccion. Sin em-
bargo, condiciones de mercado adversas obligaron a la empresa a firmar la quiebra y la
misma ceso sus actividades.

En 1958 se realizé un nuevo intento de plantaciéon en Entre Rios y se hicieron ensayos agro-
técnicos, entre 1958-1964.

En 1960-61, se compraron los equipos industriales a la firma BMA de Alemania Occidental,
pero lamentablemente el proyecto quedé paralizado. Nuevamente se activo, veinte afios
después, en 1982, llamandose a licitacion para el montaje y puesta en marcha de la planta. La
firma Soler SA fue la ganadora, pero el proyecto, se vio empafnado por el momento econdmi-
co, social y politico del pais. Las maquinas adquiridas de gran calidad, se guardaron en un
galpdn, por orden del gobernador de Entre Rios y progresivamente fueron a la destruccion.
La remolacha azucarera es un notable tubérculo, que puede ser plantado hasta en terrenos
salitrosos, con falta de agua y es capaz de resistir tremendas heladas, sin dafiarse, ni alterar
su composicion quimica. Se obtiene de ella azticares de primera calidad y puede industriali-
zarse para obtener varios productos como alcohol y forrajes para los animales.
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ANALISIS DE LA TESIS

El tomo 1°, de 262 paginas, inicia, segin costumbre de la época, con una carta dirigida al
Director de la Escuela Nacional de Minas, Seccién Industrias Quimicas; a los profesores y a
la Comisién Examinadora.

En la carta, Miguel Angel Acerbi, manifiesta el deseo de contribuir con su trabajo, al desar-
rollo de la naciente industria de la remolacha azucarera, en la Reptiblica Argentina.

Desde aca, haremos el comentario del contenido de cada uno de los capitulos e ilustraremos
con algunos de sus numerosos dibujos.

CAPITULO 1

¢ Puede cultivarse la remolacha azucarera en San Juan?

Variedades de remolacha azucarera que pueden cultivarse

Modo de siembra. Rendimiento por hectarea

Composicion de los suelos y época propicia para la siembra. Temperatura; humedad

Cosecha de las remolachas

Propuesta de ubicacién de la fabrica. Centros de consumo del producto elaborado

Agua necesaria durante la industrializacion. Andlisis quimico. Combinaciones.
Experimentaciones fisiolégicas. Analisis micrografico

Alimentacion de la fabrica

Es interesante la observacion sobre la materia prima. En un cuadro comparativo aparece la
composicion quimica de las diferentes variedades de remolachas, obtenidas en siembras dis-
tintas, entre mayo a septiembre. El peso de cada una, el porcentaje de sacarosa y su relacion
con el peso de la cosecha. Las variedades de remolachas estudiadas son: Klein Wanzlchen de
Erfurt; Sperling; Vilmorin 1° seleccién y Vilmorin 2° seleccion; Francesa rica; Dippe; Idaho
Grown

Se analizan segun la procedencia, su tipo y las cosechas, a partir de mayo de 1924, en los
departamentos de Trinidad, Pocito y Carpinteria. Se examinan, ademas, los suelos de cada
uno, comparando las variaciones e incidencias de humedad, carbonato de calcio, fe; alumi-
nio, Mg, 6xido férrico, sulfato de calcio, 6xido de magnesio, anhidrido carbdnico.

Se completd con el analisis del agua del rio San Juan, en forma reiterada desde el 14 de
marzo de 1924 al 14 de diciembre de 1927 y se completd con el analisis micrografico de
particulas minerales y vegetales para establecer su potabilidad.

Estos analisis eran necesarios para asegurar la buena calidad del agua que llegaria al
establecimiento fabril, para lavar las remolachas y los aparatos, asi como para apagar la cal
que se emplearia durante el proceso.

El ante-proyecto de instalacion de la fabrica, explica la necesidad del agua conducida por
canales hidrdulicos, con un dispositivo de rejas para retener las hojas, troncos, piedras u
otros elementos que pudiesen acompanar a las remolachas.

Una vez lavadas, pasan a la prensa automatica, en descargas de 50 a 100 kilos por vez, para
posteriormente seguir a la maquina trinchadora que las reduce a delgadas ldminas de 2 y/o
3 milimetros de espesor, apropiadas para el proceso de presion, que puede variar segun
la técnica elegida para la extraccidn del aztcar o difusion; esta se realiza en la bateria de
difusion, mezclando las rebanadas, con cal y agua, para desalojar el azticar. De esa manera,
se obtiene el zumo y por el otro las rebanadas o pulpa agotada, que nuevamente se llevan
a otra prensa y una vez secas, serviran como forraje de animales o nutrientes para suelos.
Los zumos obtenidos, deben ser depurados, mediante la cal que precipita todas las impure-
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zas, para luego ser filtrados y pasado por la maquina despalilladora. Una vez realizados
estos procedimientos, el zumo se somete a una temperatura de 35° y nuevamente se le
agrega, lechada de cal, o bien cal en terrones o en polvo. Esto produce la defecacién del
zumo, que es llevado a 85° de temperatura, que lo precipita, se torna grumoso y se deposita
en el fondo de la caldera. Se le agrega anhidrido carbonico y se filtra. A este producto se le
agrega la 2° carbonatacion, bajo una temperatura de 45°. También puede ser reemplazada la
carbonatacién por una sulfitacion. El zumo asi obtenido es amarillo y transparente.
Sobreviene el proceso de cristalizacion, previa evaporacion bajo temperatura de ebullicion.
Para que el zumo cristalice, debe tener solo 15 % de agua (85° Brie).

CAPITULO 2

Transporte de la remolacha al interior de la fabrica

Dimensiones de los silos y capacidad. Construccién de los silos

Descarga de los silos, sistema a emplearse

Distribucién del agua en los canales. Agua necesaria para su alimentacion

Agua necesaria para el transporte de las remolachas

Aparatos elevadores. Diferentes métodos de elevacién: Bombas Mammouth
Instalacién de las bombas y accesorios. Mano de obra necesaria

Presupuesto: instalaciéon, maquinas y utiles. Movilizacion de la secciéon

El transporte de las remolachas se preveia hacerlo por ferrocarril (FCGOA) o bien en car-
ros. El vaciado de la remolacha, se haria desde esos medios de transporte, directamente a
los silos. Estos tendrian 4m de alto x 5m de ancho y 100m de largo, capacitados para recibir
diariamente 1.357.470 kilos. Las remolachas permaneceran no mas de dos dias, para luego
iniciar su procesamiento en la fabrica. La pagina 70 de la tesis, muestra la planta general y la
disposicion de los silos y en las siguientes, el disefio de la trayectoria de los canales y el corte
longitudinal con la Bomba Mammout.

Se ha calculado la necesidad de agua, circulando por los canales, con un minimo de 6 a 8 kg
de agua por kilo de remolacha, aunque podria llegar a 15 kg. De esta manera, para un dia de
trabajo de 22 horas, se necesitarian 617.032 litros, es decir 171 litros por segundo.

Esta calculada la cantidad de azticar que podria perderse durante el transporte en los cana-
les, aunque el agua no alcance los 40° o 45°, durante los 200 metros del canal, y es de 0,002
a 0,05 %.

Si las remolachas estan heladas o lastimadas, pueden perder un 0,10 % a un 0,40%. Por eso es
tan importante que los tubérculos no sean cortados o machacados. También pueden perder
un 2 a 1% de peso, durante el transporte desde el campo a la fabrica.

Se propone como aparato elevador, la Bomba Mammout, sistema Bédowe, que esta basado
en un equilibrio de nivel de vasos comunicantes y la fuerza de arrastre, mediante un gas
enviado bajo presién, sobre la masa liquida. Varias imagenes ilustran el funcionamiento de
la bomba y sus accesorios.

CAPITULO 3

Lavaje de las remolachas: lavador de brazos. Limpieza del lavador

Coleccion de detritus. Sistema Bartels. Elevador de las balanzas

Célculo de la cantidad de impurezas que quedan en la raiz. Pesado de la remolacha

Corta raices: diferentes modos de apreciacion del cortado. Transporte y depdsito de las tajadas
frescas

Movilizacién de la seccién. Presupuesto. Mano de obra
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Se destaca en este capitulo, la descripcion detallada del lavador-desempedrador Maguin a
dos arboles. Otros disefios en la tesis, ilustran al: desempedrador y despajador Dufftos; al
lavador desempedrador Meguin y a la balanza automatica Chonos.

En el pesado de las remolachas y la extraccion del zumo, el autor propone el uso de los pro-
cedimientos de fusion o sistema Steffen, o en su defecto, el de ebullicion

Muestra los disefios de las mdquinas cortadoras con cuchillos: a) modelo austriaco; b) mod-
elo aleman o de H Pusch.

CAPITULO 4

La difusién. Principio tedrico. Disolucion y atraccion molecular. Difusion industrial

Difusores. Sistema filtrante del difusor. Calorizadores. Tuberias y valvulas

Termdémetro. Mandmetro del difusor. Envoltura aislante del difusor

Agua necesaria para la difusion. La presion del agua

Circulacion del jugo. Duracion de la difusion

Comparacion entre los resultados del trabajo con remolachas sanas; heladas;desheladas y en
parte podridas. Calidad de los jugos de difusién

Mano de obra. Resumen de gastos. Presupuesto de la seccion

Hay descripcién de la difusion: la disolucion, la atraccion molecular de la célula de la remo-
lacha azucarera y la influencia de la temperatura.

La difusion se realiza mediante la accién del agua a contracorriente, en movimiento lento
y regular de los componentes solubles que se encuentran en el interior de las células de
la remolacha. El liquido azucarado proveniente de la difusién, tiene una pureza del 85%.
Sobreviene luego el agregado de cal, para eliminar las sustancias no azucaradas y elevar la
pureza del zumo del 85% al 91%

Para la defecacion, se emplea la cal anhidra, en estado de lechada o bien como polvo.

La defecacién calcica necesita para hacerse de manera completa, que el zumo permanezca en
contacto con la cal, por lo menos 10 a 15 minutos.

Si se considera que el tiempo de carga, descarga y el empuje de cada zumo es de 15 minutos,
la defecacidn por cada tanque se eleva a 29-30 minutos. Se describe una defecadora cilindrica
marca IROM, con una capacidad de 4.521 litros. Contintia al anterior procedimiento, la car-
bonatacién o saturacién. Para eso, se le agrega al zumo blanco. Anhidrido carbénico, el que
entonces, se volvera de color gris.

El CO2 se agrega por bombas de distribucion Rothemann. Cuando la temperatura es mas
elevada la carbonatacién es lenta, aunque puede hacerse en forma continua, en calderas
especiales.

Los zumos tratados con la 1° y 2° carbonatacion, se tornan turbios y deben ser colados.
Se muestra el esquema de dos “coladores a cesta” y el juego de sus valvulas. También el
“malaxador” de los zumos turbios y la seccion de un distribuidor de 4cido carbénico de
Rothermann.

Aparecen varias ilustraciones y esquemas de la filtracién y la prensa Philippe.

En la secuencia de acciones, contintia la sulfitacién, mediante el empleo de acido sulfuroso
o de anhidrido sulfuroso.

Toda esta descripcion se encuentra en el 2° tomo, donde el tesista refiere las ventajas del
SO2, primeramente descriptas por I Weisberg (Bullet Ass Chim E XI, 1920, p 972).

El SO2, es el mejor decolorante del zumo y se debe emplear 15 gramos por hectolitro de
zumo tratado.
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CAPITULO 5

Prensado y desecacion de las pulpas. Composicion y conservacion. Horno de secado
Composicion y conservacion de las pulpas prensadas

Cadena elevadora de pulpa. Conduccioén de la pulpa seca. Almacenaje

Movilizacién de la seccién. Mano de obra. Resumen de gastos

CAPITULO 6

Depuracion del zumo. Recalentado. Carbonatacion: 1° carbonatacion. Encalado
de zumo o defecacion

Empleo de cal anhidra. Practica de la separacion. Preparacion de la cal en polvo

Carbonatacién (Saturacién). Utilidad del Acido Carbénico en la carbonatacion

Malaxador de zumos turbios. Bombas para zumos turbios

Descripcion de los filtros. Prensa Philippe y el lavado de las tortas

Filtracion mecanica. Funcionamiento del filtro Philippe

Sulfatacién: empleo del acido sulfurico

Obtencién del anhidrido sulfuroso. Proyecto de la fabrica para su obtencién. Cantidad de azufre a
oxidar para preparar 2536 kilos de anhidrido sulfuroso. Descripcién del procedimiento para
obtener el SO2 y los aparatos necesarios

Segunda carbonatacién. Depuracién producida por la cal

Depuracion del jugo por electrolisis. Transporte y secado de las espumas

Movilizacion de las secciones. Mano de obra. Resumen de gastos

Como se desprende de los temas tratados en los capitulos 5 y 6, el autor hace una detallada
descripcién de cada uno de los pasos a seguir, durante el procesamiento de las remolachas.
Los habia enunciado en los capitulos precedentes, para retomarlos en estos nuevamente
pero de manera explicativa y lujo de detalles e ilustraciones.

CAPITULO 7

Concentracion del zumo. Factores que intervienen en la evaporaciéon

Produccién de vacio condensador y bomba de aire. Conduccién de la evaporacion.
Incrustaciones y limpieza de los aparatos. Caldeo y evaporacion. Cuidado de aparatos

Mano de obra de la seccion. Resumen de gastos. Presupuesto de la secciéon

CAPITULO 8

Cocida, Consideraciones generales. Aparatos para cocer o tachos

Coccion o cochura y cristalizacion. Melazas. Centrifugas

Embolsado. Envasado del azucar. Estibado de las bolsas

Movilizacién de las secciones. Mano de obra. Resumen de gastos. Presupuesto

En el capitulo 8, se describen las ventajas del uso de los tachos ovalados para la coccion del
jugo. Hay un disefio de un corte vertical del tacho y el bromdscopo de Curin. Se describen
los cristalizadores del tipo cerrado y semi-cerrado. Varias ilustraciones muestran la maqui-
naria necesaria para la planta, a saber
Turbinas Fletcher Works, a comando eléctrico, con cortes verticales mostrando la disposicién de

los 6rganos y tobera pulverisatriz para el claircage
Bomba para producir el agua de presion
Canal transportador a sacudidas
Tanque de acero para depdsito de melazas
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Criba giratoria para el azucar
Ensacadora para depdésito
Estibadora de sacos de azucar movido por un motor eléctrico de 5 HP

CAPITULO 9

Cantidad de vapor a producir. Eleccion del combustible. Cantidad de petroleo a
quemar. Superficie de calefaccion. Calderas. Quemadores. Chimeneas

Instalacién de la caldera y aparatos accesorios

Movilizacién de la seccién calderas. Resumen de gastos. Presupuesto. Mano de obra

lluminacion de la fabrica y dependencias. Motor a emplear

Luego de una completa descripcion de las maquinas e insumos, se ilustran con disefios:
Caldera Galloway, de 125 metros cubicos de superficie de calentamiento. Vista de frente y perfil,
junto a un corte longitudinal
Vista general de la instalacién de quemadores de petroleo Koerting, a presion directa
Instalacién de una estacion de bombas, a presion directa
Planta general de los filtros y un corte longitudinal de un filtro
Bombas centrifugas que elevan el agua de los filtros a los tanques

CAPITULO 10

Disposicion general de la fabrica. Local y depositos de azucar

Edificio de calderas y maquinas de petréleo. Edificio de calderas

Edificio de la usina eléctrica; de los hornos de cal y carbén de coke

Edificio de la fabrica de anhidrido sulfuroso y azufre

Edificio para el laboratorio quimico

Edificio para las bombas de agua y el taller mecanico y carpinteria

Edificios para la administracion general; casa habitacion para director técnico y
el administrador general

Casa habitacion para empleados y obreros; biblioteca para empleados

Presupuesto de los materiales de construccion, para cada uno de los edificios

Instalacion del servicio de agua para la fabrica y dependencias. Utiles y herramientas

Costo final de las remolachas. Presupuesto general. Amortizaciones en 60 afios

Calculo de las utilidades por la venta de los tres tipos de aztcar

Calculo de las utilidades por la venta de los subproductos obtenidos

Utilidad total

Numerosas tablas de célculos ilustran e indican el estudio detallado de costos y beneficios.
Creemos atractivo que, ademas de proyectar viviendas saludables para los empleados de
la fabrica, también estaba prevista una biblioteca, como el lugar de conocimiento y solaz
para el espiritu, de directivos y trabajadores y sus familias, mediante la lectura de valiosos
y variados libros. Se trataba de un salén de 6m x 12m y una altura de 4,50m con dos puertas
y dos amplias ventanas, para asegurar la buena iluminacién de las mesas de lectura dis-
puestas en dicho espacio.

El disenio completo del establecimiento fabril y sus dependencias, se levantaba en 12 hec-
tareas, de 440m de largo x 285m de ancho. La superficie total de lo edificado seria de 3.200
metros cuadrados, (aproximadamente 8 hectareas). Estaria iluminado con postes de hor-
migon, con faroles de luz, colocados simétricamente cada diez metros.

La tesis analizaba los detalles de la fabricaciéon de aztcar, en sus variedades: centrifuga de
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96°, 0 azticar blanco directo, ademas del aztcar refino granulado de la mas alta calidad.

Se seleccion¢ el terreno apropiado para el cultivo de las remolachas; el lugar de emplaza-
miento del ingenio, con sus vias y sistemas de irrigacion y mantenimiento de energia eléctri-
ca'y lamaquinaria mas apropiada, de acuerdo a la época. Se garantizaba de esta forma que el
ingenio produjera el aztcar de la calidad deseada con un maximo rendimiento de sacarosa,
dirigido por un grupo humano capacitado y competente, supervisando el funcionamiento
del ingenio durante el tiempo suficiente para probar la garantia y amortizaciones previstas.
El trabajo de tesis esta encuadernado en dos tomos, ricamente ilustrada con 90 fotografias,
ademads de 20 croquis en tinta china y dos planos, uno indicando la distribucién general del
establecimiento y otro con la disposicién de la fabrica, en particular, con cada una de sus
dependencias.

Miguel Angel Acerbi, dio el examen ante el Tribunal de Profesores que le habian adjudicado
el tema, el dia 27 de marzo de 1929, mereciendo la clasificacién de Sobresaliente, felicitado,
recibiendo el titulo de Ingeniero Quimico. El original se encuentra en el Archivo de la Es-
cuela Industrial Domingo Faustino Sarmiento, dependiente de la Universidad Nacional de
San Juan, por tratarse de un documento histdrico, original y perteneciente a su patrimonio.
Una copia de la misma, se encuentra en el seno de la familia.

CONCLUSIONES

La tesis fue producto de la entusiasta idea de estimular el nacimiento de un cultivo nuevo
que generaria recursos importantes para la provincia.

El alumno, Miguel Angel Acerbi y su plan de trabajo para la construccién de la fabrica o
ingenio azucarero, evidencia varias caracteristicas fundamentales, a saber:

* Unidad en la distribucion; procedimiento de elaboracion, segun técnicas modernas, de
“su tiempo” (indudablemente, hoy obsoletas) y manejo facil y comodo en la distribucion de
maquinarias, hoy conocido como Lean Manufacturing Layout. Estas caracteristicas, unidas
a la perfecta iluminacion, ventilacion y facilidad de la limpieza, asegurarian sin duda, un
optimo rendimiento y reduccion de costos operativos.

* La inquietud de implementar en San Juan una produccion de aztcar de remolacha, nacio,
como ya hemos dicho, con el establecimiento de la Sociedad Anénima Azucarera de Cuyo.

* La fabrica podria haber facilitado la creaciéon de numerosos empleos e industrias subsidi-
arias, con mejor distribucién geografica; la capacitacion, la asistencia técnica, los planes de
negocios y el acceso a otros mercados se entrelazarian con la riqueza provinciana.

Es real considerar que, ante los factores socioecondémicos de la época, el proyecto presentaba
rentabilidad positiva de la mano de una importante inversion en capital intensivo. Sin em-
bargo, el dinamismo de los mercados, sumado a factores de competitividad de otros cultivos
(cafia de azucar), con tecnologias azucareras en otras regiones de mayor fertilidad del pais,
llevo a eclipsar la prosperidad de la industria azucarera cuyana.

(1) De: Sanchez, Norma Isabel, “Albores populistas en San Juan (Argentina). (Los Cantoni,
1922-1956)”; en: Anales de la SCA. Bs As, ano 2017, vol 250, n° 4, p 37-62.
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La imagen ilustra el estudio del porcentaje de sacarosa en las diferentes secciones del tubér-
culoy la disposicion intracelular de la sacarosa.

La figura 8 de la tesis ilustra el desempedrador de la bomba Mammouth.
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Otros disenos ilustran al: desempedrador y despajador Dufftos; al lavador desempedrador
Meguin y a la balanza automatica Chonos.

En la figura 57 de la tesis, se muestra un corte vertical del aparato de cocer al vacio a hoz
tubulares independientes y luego su vista en planta.
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Aparato de cocer en el vacio.
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ACTIVIDAD DEL TACROLIMUS EN LA ORQUITIS
EXPERIMENTAL DEL COBAYO

Angel Alonso, Carlos H. Pionetti, Krikor Mouchian, Julio F. Albénico, Santiago R. Rodriguez
Div. Alergia e Inmunologia — Hospital de Clinicas — UBA.

RESUMEN

Se exponen los resultados logrados con el inmunosupresor tacrolimus en un modelo experimental
de autoinmunidad en cobayos.

Palabras clave : tacrolimus ; autoinmunidad; orquitis autdloga; infiltrados celulares.

SUMMARY

An experimental autoimmune model of orchitis induced in guinea-pigs is exposed. The
immunosuppressive activity of tacrolimus is documented.

Key words : tacrolimus ; autoimmune orchitis; immunosuppression.

Introducciéon

El concepto de autoinmunidad no implica lo mismo que el de enfermedades autoinmunes,
ya que es conocido actualmente, que ciertas respuestas contra antigenos propios no sélo son
habituales, sino también necesarias para el normal funcionamiento del sistema inmune (Teoria
de la red idiotipo-antiidiotipo de Jerne).

Considerando la patogenia de estas enfermedades como multifactorial, las hipdtesis mas
recientes se centran en 3 aspectos basicos: fallas de los mecanismos de inmunorregulaciéon que
controlan la respuesta a los antigenos, susceptibilidad primaria del érgano blanco determinada
genéticamente y factores facultativos que aceleran o desencadenan el ataque autoinmune.
Para esclarecer estos topicos y poder asi precisar estrategias terapéuticas mas sutiles que la
actual inmunosupresion inespecifica sistémica, es que se han desarrollado diversos modelos
experimentales entre los que se encuentra la orquitis autoinmune experimental (OAE).

A fines del siglo pasado ya era sabido que los espermatozoides eran probadamente
inmunogénicos para el huésped autélogo 2. Probablemente a causa de ello la OAE, en general
inducida en animales por inmunizacién activa con antigenos testiculares o espermaticos, haya sido
uno de los primeros modelos de autoinmunidad descriptos, resultando un excelente sistema para el
estudio de los trastornos inmunoldgicos del testiculo ¢*%. Ademas de los modelos experimentales
inducidos, estd bien documentada la existencia de orquitis autoinmune espontanea en distintas
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especies. En perros de raza Beagle existe una linea (A) cuyos machos padecen una alta incidencia de
tiroiditis y orquitis con evidencias claras de infertilidad . Ambas patologias tienden a coexistir y a
su vez estan relacionadas a un gen ancestral. Estos perros representan uno de los mejores ejemplos
de enfermedades autoinmunes genéticamente determinadas, involucrando las génadas y otros
organos endocrinos. Otros ejemplos son los ratones T/t"'® que desarrollan orquitis en un 40% de los
casos ¥y una cepa de visones que se tornan infértiles después de un periodo de probada fertilidad
(esterilidad secundaria), presentando altos niveles de anticuerpos antiespermaticos con depdsitos
de IgG y C3 en testiculo y una orquiepididimitis severa con detencién de las espermatogénesis ©.

La relevancia clinica de la OAE, aunque cuestionada en el pasado, tiene actualmente
multiples evidencias de apoyo. Con relacion a la posible patogenia inmune celular de las alteraciones
de la espermatogénesis, se han caracterizado las subpoblaciones linfocitarias y los macréfagos de
testiculos de hombres normales y de pacientes con distintos grados de fertilidad ©%. Utilizando
una técnica de inmunoperoxidasa y anticuerpos monoclonales especificos, se describid la presencia
de linfocitos T, con un neto predominio de la subpoblacion supresora-citotdxica (CD8+), en la rete
testis de los testiculos normales. No se observaron estas células en las porciones periféricas del
organo, en donde si se detectd un nimero apreciable de monocitos-macréfagos y células HLA-DR+
(antigenos de histocompatibilidad de clase II). Contrariamente a esto, las biopsias testiculares de
pacientes subfértiles mostraron células T alrededor de los ttibulos seminiferos. En pacientes con
oligozoospermia o azoospermia obstructiva, tales células fueron del tipo CD8+ mientras que en los
que padecian una obstruccién testicular unilateral o los postvasectomizados, hubo un predominio
de la subpoblacién CD4 (helper-inductora). Los autores sugieren que esto podria explicar, en
parte, la ausencia de anticuerpos espermaticos detectada en el primer grupo y la presencia de
altos titulos en el segundo.

En un amplio niimero de biopsias testiculares de hombres con diagndstico clinico de
azoospermia u oligozoospermia, detectaron un 5% de las mismas con infiltraciones linfociticas
intersticiales que rodeaban tibulos con distintos grados de alteracion de la espermatogénesis
(112 Comparando las caracteristicas observadas con las de la OAE, se sugiere que un proceso
inmunoldgico podria estar mediando el efecto deletéreo. Una infiltracion similar, peritubular y
perivascular, con descamacion del epitelio germinal, fibrosis intersticial y engrosamiento de la
pared tubular, fue recientemente descripta en un estudio retrospectivo de tejido testicular, tomado
de la autopsia de los pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) ®.

Con respecto a un posible mecanismo inmune humoral relacionado a patologia testicular,
se estudiaron numerosas biopsias de pacientes con alguna alteracién de la fertilidad, hallando 6
tipos de anormalidades en las membranas basales de los tibulos seminiferos 4. Tres de estos
tipos fueron positivos cuando se investigo la presencia de IgG o C3 por inmunoperoxidasa. Dichos
depdsitos inmunes en las membranas basales de los tabulos son interpretados como el resultado de
un dano del epitelio germinal mediado por anticuerpos. Es de remarcar, que el estudio de la OAE
no solo puede ser ttil para el entendimiento de algunas causas de esterilidad sino también para
la evaluacion de efectos no deseables de potenciales antigenos a utilizar en inmunocontracepcion
masculina .

Existen distintos tipos de epididimo-orquitis y aspermatogénesis de probada o probable
etiopatogenia inmunoldgica . De todos ellos, uno de los mejor estudiados es la OAE que se

obtiene inmunizando cobayos con un homogenado de testiculo homologo (HT) emulsionado con
adyuvante completo de Freund (CFA). Su histopatologia es compleja ") y consiste en la combinacion

de algunos de los siguientes hallazgos: cambios degenerativos de las espermatides y exfoliacién
del epitelio germinal, lesiones infiltrativas mononucleares en el testiculo (orquitis, las células
inflamatorias invaden los tibulos seminiferos dafiando las células germinales y produciendo
aspermatogénesis focal), infiltrados con predominio de neutroéfilos en los conductillos eferentes,
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epididimo (epididimitis) y conducto deferente y aspermatogénesis completa con atrofia tubular
severa y fibrosis intersticial (estadio final de la OAE en cobayos).

Los mecanismos patogenéticos que originan estas alteraciones no estan, hasta el momento,
claramente establecidos, sin embargo existen numerosas evidencias que apoyan, la participacion
tanto de la inmunidad celular (mediada por células T y no T) como de la inmunidad humoral. El
rol de los linfocitos T en la OAE en cobayos se basa en la demostracion, en estos animales, de una
importante y temprana reaccién de hipersensibilidad retardada ® e inhibicién de la migracion
de macréfagos % contra antigenos espermaticos, como asi también en la existencia de una buena
correlacion temporal entre la linfoproliferacion especifica y la aparicion de la lesion 9. Sin embargo,
la evidencia mas directa de la participacion de mecanismos celulares T dependientes proviene de
experimentos de trasferencia adoptiva. Lesiones indistinguibles de las observadas en los dadores
con OAE fueron transferidas, por via subalbuginea, a cobayos singeneicos, utilizando células
provenientes de ganglios linfaticos o exudado peritoneal enriquecidas en linfocitos T . Con
respecto al rol que desempefian en la OAE de cobayos, mecanismos mediados por célulasno T, ha
sido descripta la transferencia de lesiones, a través de células B y macréfagos, con una eficiencia
y severidad igual ® o mayor ® a la obtenida con células T. El papel de los anticuerpos quedo
demostrado con la deteccion de distintas clases y subclases de Ig(s) antiespermaticas en cobayos
con OAE y por la posibilidad de transferir pasivamente este cuadro a través del suero inmune de
animales inmunizados activamente @4,

La posibilidad de que ciertos casos de esterilidad masculina de etiologia desconocida
puedan tener una patogenia inmunoldgica, ha sido considerada en los tiltimos afios y numerosos
investigadores se abocaron a su estudio.

En los sueros de 2.015 varones estériles se hall6 aglutinacién positiva en el 3,3 % de los casos,
mientras que en el grupo de control de 416 fértiles los resultados fueron negativos.

En 1.913 casos de oligo y azoospermia, también se halléd un 3% de sueros con aglutininas,
mientras que otros describen un 14% sobre un grupo de 489 enfermos®).

Las variantes de aglutinacion observadas fueron cabeza-cabeza, cabeza-cola, y cola-cola,
con predominio de la primera y la tercera. Al emplear otras técnicas mas discriminativas, tales
como la fijaciéon del complemento, la difusién en gel de agar, el consumo de antiglobulina y la
prueba cutanea con espermatozoides moviles ultrasonados como antigeno, se hall6 un total del
18% de positividad, preferentemente lograda mediante el empleo de esta tltima técnica.

La histopatologia en todos los casos era francamente positiva en el sentido de la orquitis con
activa destruccion de los tubos seminiferos y pasaje de las células germinales al intersticio tubular.

Los controles constituidos por hombres fértiles, nifios y portadores de endocrinopatias
acompanadas de atrofia o falta de desarrollo del epitelio germinal, fueron constantemente negativos.

Se ha esgrimido la hipétesis de que la extravasacion de las células germinales al intersticio
-provocada por la interaccion de agentes inflamatorios de multiple etiologia- y su posterior
reabsorcién, pudiera poner en marcha el mecanismo de autoinmunizacion.

Estos hallazgos clinicos movieron a los investigadores a realizar experiencias en animales y
en humanos con el propdsito de evaluar los presuntos mecanismos inmunobioldgicos intervinientes
y su posible relacion con la clinica y la histopatologia descriptas.

Desde comienzos de siglo se sefial6 la propiedad de un antisuero “citotoxico” para
inmovilizar espermatozoides normales in vitro®.

La supresion de la espermatogénesis inducida en forma inmunolégica fue lograda
primeramente en cobayos, luego en ratas y en cepas puras de ratones, y por tltimo, en hombres
(27)'

El agente capaz de producir lesion y que se halla presente en el homogenado testicular
empleado como antigeno, asi como, en otras 2 fracciones proteicas precipitadas, fue identificado
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como un complejo polisacarido-polipéptido.

La respuesta testicular del cobayo fue inducida también con esperma homdloga y
espermatozoides epididimarios, y por ello se ha concentrado la atencién sobre el acrosoma del
espermatozoide y también de las espermatidas que podrian ser los receptaculos de los antigenos
espermatogénicos #2730,

La lesion citologica germinal puede estar acompanada por anticuerpos circulantes de
bajo titulo, detectables por fijacién del complemento, P.C.A., Schultz-Dale, doble difusién agar,
inmunoelectroforesis y consumo de antiglobulinas mientras que los anticuerpos de tipo celular
fijo serian puestos de manifiesto por la prueba cutanea.

También es conocido el hecho de que el homogenado testicular o los espermatozoides son
capaces de inducir la formacion de anticuerpos circulantes en sensibilizaciones heterélogas.

Dado que el homogenado testicular es una mezcla compleja de sustancias, y considerando
que ademads de ser el antigeno testicular mas empleado, no existe informacion detallada acerca
de las propiedades del inmunosuero antitesticulo, se considerd de interés realizar la siguiente
experiencia:

1.- reproducir una OAE en un lote de cobayos valorando la sintesis de anticuerpos especificos y
de células mononucleares ;

2.-evaluar la reactividad seroldgica y la inmunoreactividad cruzada de los inmunosueros
antitesticulo heterélogo y homologo frente a los diversos antigenos testiculares;

3.- considerar la respuesta histopatolégica ante la inyeccion intratesticular de los antisueros y de
las células inmunoldgicamente competentes, y,

4.- valorar en otro lote de cobayos la actividad del tacrolimus en la OAE ante los mismos agentes
agresores (inmunosueros y células) para el érgano de choque.

Materiales
A. Antigenos

1) Homogeneizados de érganos: cobayos adultos y sanos cuyo peso oscilaba entre
300 y 350 grs., fueron sangrados a blanco por seccion carotidea bilateral e inmediatamente
castrados, nefrectomizados y hepatectomizados. Los testiculos fueron liberados de su albuginea,
pesados y luego cortados en trozos pequefios con tijeras. Esta papilla fue colocada en un vaso de
homogeneizador tipo Potter al cual se le agregd solucion fisiologica 0.9% en la proporcion de 1:1
de peso en volumen.

El vaso fue sumergido en un recipiente que contenia hielo granizado lo cual permitia
mantener la mezcla alrededor de 0° C. En estas condiciones fue sometida a la homogeneizacion
a razén de 2000 r.p.m. durante 10 minutos, y luego guardada en congelador a - 20° C hasta el
momento de la sensibilizacion.

Cuando fue utilizado para las pruebas serolégicas como antigeno, el preparado anterior
fue congelado y descongelado 12 a 14 veces, y luego centrifugado a 1500 r.p.m. durante 5 minutos
a temperatura ambiente y usado el sobrenadante.

Los homogeneizados de rifién e higado empleados tinicamente en las pruebas seroldgicas
fueron preparados siguiendo el mismo esquema que el descrito para el testiculo.

2) Células germinales: obtenidas a partir del primer triturado de testiculo, siendo este
suspendido en solucion fisioldgica 0.9% en volumen variable y luego filtrado por gasa triple.
La suspension asi obtenida fue centrifugada con la misma solucién 3 veces a razén de
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800-1000 r.p.m. durante 10 minutos a la temperatura ambiente, desechdndose el sobrenadante de
la tltima y el pellet obtenido, se suspendidé en un pequefio volumen de dicha solucion. Se hizo
un recuento en camara cuentaglébulos (Thoma), y posteriormente, se diluy6 hasta tener una
concentracién de 50.000.000 de células por ml. Ulteriormente, fue ultrasonada durante 30 minutos
a 4°C a razon de 20.000 ciclos por segundo.

3) Espermatozoides: obtenidos por punciodn, seccion y expresion manual o mecanica de
epididimos de cobayo in vivo, bajo narcosis. El procesado posterior de los mismos fue similar al
aplicado a las células germinales, es decir, centrifugacion, resuspension, recuento (la concentracion
final fue también de 50.000.000 por ml.) y ultrasonado. Asi fueron usados como antigenos en las
pruebas seroldgicas.

4) Fraccion 1: obtenida del testiculo al que se le habia quitado su albuginea, y que fue
tratado con acido acético 0,1 N en la proporcion 1:1 de peso en volumen en un homogeneizador
Virtis, hasta completa homogeneizacion. Posteriormente, se guardd toda la noche en heladera a 4°
C. Luego fue centrifugado y el sedimento fue lavado con acido acético 0,1 N y dejado nuevamente
hasta el dia siguiente en iguales condiciones. Se centrifugé otra vez y el liquido sobrenadante se
agrego al obtenido anteriormente. Sulfato de amonio sélido fue agregado al pool guardado en
bario frio hasta obtener 30% de saturacion.

Se dejo toda la noche precipitando y al dia siguiente fue centrifugado y el sedimento
lavado con sulfato de amonio al 30% de saturacién. A la mezcla de los 2 sobrenadantes, también
en bafo frio, le agregamos mas sulfato de amonio sélido hasta obtener una concentracion del 70%.
La mezcla fue centrifugada luego de permanecer toda la noche en la heladera a 4° C. El sedimento
fue disuelto en agua destilada y dializado primeramente contra agua corriente a 15° - 20° C, y
luego, contra agua destilada a 5° C. El contenido del tubo de dialisis fue liberado a una pequefia
cantidad del material no disuelto por centrifugacion y luego liofilizado.

5) Fraccion 2: es el precipitado que resulta de agregar a 100 mg. de fraccion 1, disueltos
en 20 ml. de agua destilada en un bafio frio, 16 ml. de una solucién de acido tricloreacético al 20%.

6) Fracciones acrosomicas: obtenidas a partir de una suspension de espermatozoides de
cobayo en solucion fisioldgica, a la que se le agregd un volumen igual de NaOH N/10 dejandose
durante 90 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd y se separo el sobrenadante; éste tiene
en solucidn el acrosoma total, y el precipitado el remanente de los espermatozoides.

El sobrenadante se llevo a pH 5,8 con acido acético, y se le agregaron en frio 2 voltimenes
de alcohol. Se dejé precipitando a 4° C durante toda la noche y luego se centrifugé. El precipitado
es el acrosoma insoluble o fraccién insoluble del acrosoma y el sobrenadante, la fraccion soluble.

El precipitado se suspendi6 en agua, y lo mismo que el sobrenadante, se dializaron contra
agua corriente y contra agua destilada; finalmente se liofilizaron.

7) Mucopolisacarido testicular: el material soluble en acido tricloroacético obtenido
con la fraccion 2, fue llevado a pH 4,5 por el agregado de HCl, y posteriormente, purificado por
agitacion mecanica repetida con una mezcla de cloroformo y alcohol butilico en partes iguales. Se
filtré a través del papel de filtro humedecido. Se liofilizo.

8) Mucopolisacarido conectivo: a gonadas de cobayos se les disecaron separadamente
la albuginea y la masa glandular. El material fresco se liofilizo, y luego deslipidizé con acetona-
éter. Una alicuota de 3 g. de extracto acetonico de albuginea y 5 g. de extracto aceténico de masa
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glandular, fueron suspendidos en buffer acetato 0,1 M, pH 5,5 (20 ml/g de polvo) conteniendo
clorhidrato de cisteina 0,005 M y versenato disédico 0,005 M. Se agregd papaina cristalizada (2mg/g
de extracto acetonico) y la mezcla fue incubada 24 hs. a 60°C.

Luego se traté con NaOH 0,5 M y la mezcla fue dializada contra agua corriente 24 hs. a
temperatura ambiente, y otras 24 hs. contra agua destilada. En esta etapa se determin¢ la relacion
TS/UA. La muestra dializada fue incubada con tripsina cristalina (2,5 mg/g. de proteina) en tubo
de celofan, y dializada simultaneamente contra buffer fosfato 0,1 M, pH 7,8 - 8 a 37° C por 72 hs.
Se determiné nuevamente la relacion TS/UA. El remanente proteico se elimin6 con C10,H 4N a
0°C.

El precipitado fue lavado repetidas veces con C10,H 0,1N.

Se estudio en el sobrenadante la relacion TS/UA. Los sobrenadantes combinados fueron
neutralizados con OHK y luego de dejar reposar por mas de 1 hora el precipitado fue separado
por centrifugacion.

9) Hialuronidasa: obtenida como la fracciéon 1, con acido acético, y luego con sulfato
de amonio entre el 30% y el 70% de saturacién. El sedimento obtenido fue solubilizado en agua
destilada y dializado. Este material fue llevado a pH 6, se agité mecanicamente durante 15 min. a
4° C con cloroformo 2:1 V/V. Se filtré y la solucion se dializé contra agua destilada durante 24 hs.
Se liofilizo. Se efectu6 una primera purificaciéon por columna de Amberlita XE 64 - ICR 50 de las
siguientes dimensiones: 0.9 cm. por 37 cm. La columna fue equilibrada con buffer de fosfato pH
6, 0.1 M. El buffer de siembra fue de fosfato 0.1 M a pH 6. Se eluy6 en buffer de fosfato 0.3 M a pH
7.7. La velocidad de flujo fue de 7 ml. por hora. A los 20 ml. empezd a pasar la proteina inactiva.
Entre los 20 y 40 ml. pasé completamente. La hialuronidasa activa pasé entre los 160 y 180 ml. La
fraccién activa se dializd contra agua destilada y se liofilizo.

La segunda purificacion se realiz6 con el polvo obtenido en la purificacién anterior
disolviéndolo en buffer de Tris 0.05 M y CINa 0.1 M pH 7.2 en una columna de las mismas
dimensiones que la anterior y equilibrada con buffer de Tris pH 7.2.

La elucion se hizo con buffer de Tris pH 7.2 y con un gradiente de concentracion del CINa
entre 0.05y 0.15 My a 4°C.

La parte inactiva paso con el buffer de concentracion 0.05 M mientras que la parte activa
se eluyd con la concentracion de 0.15 M. Se dializ6 y liofilizo.

10) Glucoproteina testicular: obtenida a partir de las células germinales del testiculo de
cobayo, separadas seguin técnica descrita, se pesaron en estado fresco, se desengrasaron y desecaron
con acetona en la proporcién de 100 ml. por cada 200 mg. de material fresco.

Se agitd y se centrifug6 haciendo 3 cambios de acetona-éter 1:1, se centrifugd, se lavo
con éter agitando y filtrando con buffer. El material obtenido se colocd en el desecador al vacio
medio dia. Luego se obtuvo el peso seco. Las células desecadas se trataron con NaOH 0,5 N en la
proporcién de 50 ml. por cada 75 a 200 mg. de células secas. Se agitd a 4° C durante 45 minutos.
Se centrifugd. Se elimind el precipitado y el sobrenadante, se neutralizé con acido acético 8,75 M.
Se agregaron 3 ml. de acido perclérico al 17%. Se refriger6 a 4° C durante 1 hora. Se centrifugd
a 2.000 r.p.m. durante 20 minutos y el sobrenadante se dializé 16 horas contra agua corriente y
después contra agua destilada.

Luego se hizo una precipitacion con acido fosfotiingstico al 5% en HC12N. Dos ml. de
este reactivo se agregaron por cada 10 ml. del sobrenadante. Se dejé reposar durante 15 minutos.
Se centrifugd a 2.500 r.p.m. durante 30 minutos. El precipitado se disolvié en agua y se dializd
contra agua corriente y contra agua destilada; luego se liofilizo.
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11) Glucoproteina sérica: 500 ml. de suero de cobayo fueron diluidos con igual volumen
de aguay 500 ml. de una solucién de acido percloérico 1.8 M (o de acido sulfosalicilico 0.6 M) fueron
agregados mientras se agitaba. Se filtré a través de papel de filtro Whatman n® 5 dentro de los
2 a 5 minutos después de la precipitacion proteica. El filtrado fue dializado hasta estar libre de
acido y las glucoproteinas fueron precipitadas por saturacién del dializado con sulfato de amonio
a pH 4. Lo obtenido fue dializado exhaustivamente contra agua destilada y luego liofilizado.
Aproximadamente 20 mg. del producto fueron obtenidos por cada 100 ml. del suero empleado.

12) Glucoproteina conectiva: se corta el material testicular lo mds pequefio posible y
se lava con agua destilada hasta que negativice la reacciéon de la bencidina. Se desengrasa con
acetona (3 veces por dia durante 3 dias) y se extraen lipidos con soxhlet con benceno-acetona (1:1)
durante 3 horas. Se disgrega en un mortero y se toma 1 gramo de T.S.D. al que se agregan 10 mg.
de pepsina, incubandose a 37¢ C durante 3 dias.

Se filtra y se liofiliza agregando timol u octanol como conservador.

13) Suero total de cobayos normales: obtenido de las sangrias de dichos animales, fue
empleado como tal en las reacciones controles y en la sensibilizaciéon heteréloga de conejos. Una
vez obtenido dicho suero, por separacion de la sangre depositada en las capsulas de Petri, fue
centrifugado y el limpido sobrenadante liofilizado. Al ser empleado fue reconstituido con agua
destilada en la relacion peso/volumen establecida previamente. La separacion en sus fracciones
albumina y globulina se hizo por precipitacion salina.

Asi, un volumen determinado de suero total fue llevado al doble con solucién fisioldgica.
Luego se le agregé sulfato de amonio 42,6 gr. por ciento en un volumen doble al volumen total
anterior. Se hizo lentamente gota a gota, en bano de hielo (0°- 42 C) con agitador y baja velocidad.
Al final se hizo muy lentamente. Luego se centrifugo6 todo a 3000 r.p.m. durante 20 minutos siempre
a 02 - 42 C hasta que el sobrenadante quedé limpido; éste contenia la albimina y, el precipitado
las globulinas.

El precipitado fue diluido en agua destilada y luego dializado contra buffer P04 HNa2 -
P04 H2 Na, 0,15M a pH 7,2.

Fue cambiado tantas veces como se creyo6 necesario para eliminar el sulfato de amonio.
Se controlo con el reactivo de Nessler.

Se logro su total eliminacién en un lapso de 3 4 dias; se centrifugd como antes y se empled
el sobrenadante con las globulinas. Se dosaron y liofilizaron a posteriori.

Al sobrenadante que contenia la albtimina se agregé sulfato de amonio en droga hasta
obtener una solucién 3M de dicha sal, para ello se midié el volumen y dado que el peso molecular
de dicha sal es 132,14 se multiplico por 3 = 396,42 por mil; una parte proporcional para el volumen
del sobrenadante empleado. Se trabaj6 en iguales condiciones, es decir, goteo lento, etc.

Se dejo reposar. Se llevé a pH 4,5 con acido acético puro; unas pocas gotas fueron
suficientes. Se dejo en la heladera 24 hs. para que la albimina fuera precipitando. Se centrifugo.
El sobrenadante que deberd ser limpido se tirara puesto que la albimina queda en el residuo.

Agregar un poco de agua destilada para diluirlo y dializar contra agua destilada pH 7
(que se puede lograr con un poco de NaOH agregado a la misma) hasta que no haya mas sulfato
de amonio. Dosar y liofilizar.

Para el dosaje de las proteinas se utilizé la siguiente técnica: en tubos de centrifuga
comunes se colocan:

en el testigo: 9,75 ml de NaOH 0% y 0,25 ml. de S04Cu 20%,
en la muestra: 9,65 ml de NaOH 0% y 0,25 ml. de S04Cu 20% y 0,10 ml. de proteina.
Agitar con energia. Dejar en reposo durante 10 minutos.



I Anales de la Sociedad Cientifica Argentina « Volumen 262 N° 2 « 2018 « Pag. 40

Centrifugar 10 minutos a 2000 r. p.m.
Leer en fotocolorimetro (Crudo Caamano. Factor 2,4, A =520)
Ejemplo: Muestra 130.
130x2,4=312/100=3,12 g % de globulina o albimina por cien ml. de ese
material. Se realizaron posteriormente corridas electroforéticas de los materiales obtenidos.

B) Antisueros

1) Heterélogo (suero de conejo antihomogenado testicular de cobayo).

Conejos sanos y adultos se inyectaron con el homogenado testicular preparado de la manera
ya descripta siguiendo este esquema de inmunizacién; la primera inyeccién se hizo por via
intradérmica con Adyuvante de Freund completo en la proporcién de partes iguales de ambos
(1:1). Se inyect6 un volumen total de 2 ml. de la mezcla repartidos en 10 habones de 0,20 ml. cada
uno en el dorso del animal convenientemente rasurado. Previamente a esta inyeccion cada conejo
fue sangrado de la vena marginal de la oreja extrayéndosele 10 ml. de sangre. El suero obtenido
fue congelado y se emple6 como control normal en las testificaciones posteriores.

La segunda inyeccion se realizé a los 15 dias, siguiendo una técnica similar a la anterior,
pero sin el agregado del Adyuvante de Freund a la mezcla.

Siete dias después, se practicd una tercera inyeccion semejante en todo a la segunda.
Una semana mas tarde, una cuarta , con las caracteristicas de la primera, es decir, con Adyuvante
de Freund. Quince dias después, la quinta inyeccién, siempre intradérmica y sin el adyuvante.
Siete dias mas tarde, una sexta similar a la anterior.

Se totalizaron asi casi 60 dias de inmunizacién. Diez dias después de la tltima, se hizo
una mas, esta vez por via endovenosa -el antigeno fue congelado y descongelado repetidas veces
(12-14) y luego centrifugado con el propdsito de eliminar al maximo las particulas de la suspension.
Se inocul6 por via intraperitoneal, media hora antes de este “booster”, un antihistaminico de sintesis
(clorfeniramina) a razén de 1 mg/Kg. de peso del animal, con el propoésito de evitar fendémenos
secundarios a la inyeccion del antigeno por via venosa. Cuarenta y ocho horas después de esta
inoculacion el animal fue sangrado a blanco, bajo narcosis, por canulacién carotidea unilateral.
El suero obtenido fue fraccionado en varios envases equivolumétricamente, calentados algunos
de ellos a 56° C durante 30 minutos (con el fin de inactivar su complemento) y guardado a -20° C
hasta su empleo en las pruebas serologicas.

2) Homdlogo (suero de cobayo antihomogenado testicular de cobayo). El esquema de
inmunizacion fue diferente en este caso.

Cobayos sanos y adultos (300 g. de peso) fueron rasurados convenientemente en su dorso
e inyectados con una mezcla de homogenado testicular y adyuvante de Freund en partes iguales
(1:1). Se inoculd 1 ml. a cada bicho, volumen que se distribuyé en 10 habones de 0,1 ml. cada uno,
que se hicieron intradérmicamente.

Cuarenta a cuarenta y cinco dias después estos bichos se sangraron a blanco por seccion
carotidea bilateral (bajo narcosis), y el suero obtenido se traté técnicamente como el heterélogo,
para su conservacion y posterior testificacion.

3) Hetero6logo antiproteinas séricas de cobayo (suero de conejo antisuero total de cobayo
normal).

Conejos adultos y sanos se inmunizaron repetidamente con suero total de cobayo
normal. Se inyectaron semanalmente por via intradérmica con 1 ml. de dicho suero, distribuido
convenientemente en habones de 0,20 ml. cada uno. No se empleé adyuvante de Freund. A las
8 semanas los animales se sangraron a blanco, segun la técnica descripta, y el suero obtenido se
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guardo a -20° C para su empleo ulterior.

4) Complemento: (suero fresco de cobayos normales). Obtenido de las sangrias de los
animales cuando estos eran castrados; fue liofilizado y fraccionado en ampollas, cuyo contenido se
llevo al volumen inicial para su utilizacién. Su titulo fue verificado por fijacion del complemento.

5) Suero HETEROLOGO Antihomogenado de Testiculo, ABSORBIDO con distintos
antigenos testiculares y de otros 6rganos: con el propdsito de precisar la especificidad de las
reacciones se absorbi6 dicho suero con: homogeneizados de testiculo, higado y rifién liofilizados,
células germinales y espermatozoides enteros.

Se desarroll¢ la siguiente técnica de absorcion: con antigenos liofilizados se emplearon
100 mg. por cada mililitro del antisuero; para las células germinales y espermatozoides se prepard
un pellet que contenia de 100 a 200 millones de células por mililitro.

En ambos casos, se incubaron durante 1 hora a 37° C en bafo de Maria, y posteriormente
se guardaron en heladera (4° C) durante toda la noche. A la mafiana siguiente, se centrifugaron
durante 10 minutos a 600-800 r. p. m. y el sobrenadante fue empleado en las reacciones seroldgicas
como suero absorbido.

6) Suero homdlogo antihomogenado de testiculo absorbido con distintos antigenos
testiculares y de otros 6rganos: se procedi6 de idéntica manera que con el suero heterélogo para
la obtencion de este suero absorbido.

7) Tacrolimus (FK-506) o analogo de la ciclosporina es un macrolido con una potente
actividad inmunomoduladora tanto “in vitro” como “in vivo” que inhibe la activaciéon de los
linfocitos T al unirse a una proteina intracelular, la FKBP-12, formando un complejo-calcio-
calmodulina y calcioneurina y que inhibe la actividad fosfatasa de esta tltima. Este efecto previene
la desfosforilacion y translocacion del factor nuclear de los LT activados (FN-AT), componente
nuclear que inicia la transcripcion génica de la sintesis de citoquilas (IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, GM-
CSF, FNT-a e IFN-y). También inhibe la liberacion de mediadores preformados de los mastocitos
y basdfilos y regula negativamente la expresion del receptor FcR-épsilon-I de las células de
Langerhans.

C) Obtencion de células de ganglio linfatico de animal normal y de animal sensibilizado con
homogenado testicular:

Los cobayos normales que se emplearon en las sangrias para obtener suero fresco de
cobayo, fueron disecados en la zona cervical posterior, preferentemente, y los ganglios linfaticos
de dicha regioén extraidos por completo.

Similar procedimiento se aplicé en cobayos sensibilizados con homogenado testicular
-ver obtencién del suero homdlogo- extrayéndose los ganglios 10 dias después de la inmunizacion
subcuténea.

En ambos casos, los ganglios fueron cortados en pequefios trozos, desmenuzandose
suavemente con pinza y tijera, los tractos fibrosos del tejido para permitir una mejor liberacion de
células en medio 199 con sales de Hank.

Se realizaron 3 lavados de 3 minutos cada uno con dicha solucién a 600 r.p.m.,
resuspendiendo el pellet obtenido hasta lograr una concentracion de 50.000.000 de células por
mililitro, lo cual se verific con camara cuentaglobulos del tipo Neubauer.

Se guardaron a 4° C hasta su empleo en inyecciones intratesticulares, tal como se describe
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en Métodos.
Métodos

Como técnicas inmunoseroldgicas estandar se emplearon la fijacién del complemento y
la doble difusion en agar.

La fijacion del complemento se desarrolld sobre la base de la técnica descripta por Casals,
con las innovaciones introducidas por Osler con lectura fotocolorimétrica evaluando el 50% de
hemolisis.

Las concentraciones de los antigenos empleados en esta técnica fueron las siguientes:

= Homogeneizados de testiculo, rifidn e higado, cada uno de ellos, en una dilucién de 1:800,
en solucidn fisiologica 9% o, pH 7,2;

=  (Células germinales y espermatozoides, a razon de 50 millones de células por mililitro;

=  Fracciones 1y 2, fracciones acrosémicas y el remanente, a razén de 2 mg/ml.;

*  Mucopolisacarido testicular: 1 mg/ml;

=  Mucopolisacarido conectivo: 2,5 mg/ml;

= Hialuronidasa: 1 mg/ml;

=  Glucoproteinas testicular, conectiva y sérica, a razon de 2 mg/ml, y

= Albumina y globulinas de cobayo, a razén de 3 mg/ml de cada una.

Los antisueros se emplearon en las diluciones progresivas usualmente realizadas (1/2, 1/4, 1/8,
1/16, 1/32 ... 1/4096). Para precisar mejor el titulo correspondiente, en algunos casos, se repitio6 la
técnica con cifras decimales (1/400, 1/450, 1/500, 1/550, etc.).

La doble difusion en agar se realizo en capsulas de Petri, segtin descripcion de Ouchterlony
0 en portaobjetos segun variante de Crowle.
Las concentraciones de los antigenos empleados en esta técnica fueron las siguientes:

= Homogeneizados de testiculo, rifién e higado, en una dilucién de 1:8, en solucién fisiolégica
9%o , pH 7,2;

= Células germinales y espermatozoides, a razon de 50 millones de células por mililitro;

= Fracciones 1y 2, arazon de 30 mg/ml;

=  Fracciones acrosémicas: 20 mg/ml;

= Remanente: 45 mg/ml;

=  Mucopolisacarido testicular: 48 mg/ml;

=  Mucopolisacarido conectivo: 50 mg/ml;

= Hialuronidasa: 25 mg/ml;

=  Glucoproteinas sérica y conectiva: 20 mg/ml;

= Glucoproteina testicular: 24 mg/ml, y

= Albtmina y globulinas de cobayo: 20 mg/ml de cada una.

El orificio central de la placa de agar fue llenado con 0,2 ml de suero sin diluir, y los orificios
periféricos, colocados a 1,5 cm de distancia del primero, se llenaron con 0,2 ml de las diferentes
concentraciones de los antigenos sefialados mas arriba.

La lectura final se realizé a los 7 dias, disponiéndose el registro fotografico de las placas
mas ilustrativas. Fueron lavadas con solucién fisioldgica repetidas veces, y luego, con solucion
de lavado de acido acético para electroforesis, que al mismo tiempo, resaltaba las bandas de
precipitacion y facilitaba su fotografia.
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Con la microtécnica, la lectura era mas precoz (24-48 hs.) y el volumen empleado de sueros
y antigenos mejor (0,05-0,07 ml); el resto del procedimiento era similar. Se limit6 su empleo para
aquellos casos en que la cantidad de antigeno era exigua.

La inyeccién intratesticular de los sueros heterélogo, homologo y normales de cobayo
y conejo, se practico en forma aséptica, a través de la piel, en la zona ecuatorial de la génada del
cobayo.

Se utilizé siempre una sola glandula por animal, dejando la otra como control. El volumen
del suero inyectado fue de 0,10 ml, empleandose jeringa de tuberculina y agujas 10/5.

Los tiempos entre la inyeccion intratesticular de los sueros respectivos, y la obtencion
del material para su estudio histoldgico fueron los siguientes: 48 y 96 horas; 7, 15, 25 y 37 dias. La
inyeccion intratesticular fue siempre tinica, o sea, que no se hicieron reinyecciones.

Los testiculos de cobayo fueron fijados en liquido de Bouin, incluidos en parafina y
cortados, en secciones de 6 1, en forma seriada para finalmente colorearlos con hematoxilina-eosina.

La observacion microscopica se realizé con un fotomicroscopio Carl Zeiss y los registros
fotograficos se practicaron con pelicula Agfacolor 18° Din.

Como controles también se utilizaron cobayos a los cuales se les inyect6 en forma idéntica,
solucidn fisiologica 9%o , pH 7,2 y otro grupo de animales, a los cuales se les realiz6 una puncion
testicular con la misma aguja sin inyectar ni aspirar, para evaluar las acciones inespecificas debidas
al traumatismo fisico.

En estos dos casos los tiempos fueron los siguientes: 48 y 96 horas; 15, 25 y 37 dias. La
inyeccion intratesticular de células de ganglio de animal normal y de ganglio de animal inmunizado
con homogenado de testiculo, se realizé siguiendo las pautas descritas para la inyeccién de sueros.

El volumen de 0,10 ml. inyectado correspondia a una suspensién madre establecida en
50 millones de células ganglionares por mililitro. Los tiempos de extraccion del 6rgano inyectado
fueron los siguientes: 48 y 96 horas; 10, 20 y 30 dias.

El tratamiento del érgano para su estudio histoldgico, fue similar al sefialado anteriormente.

En la inyeccion de sueros, en los controles, y en la inyeccion de células, tanto en los
recibieron tacrolimus como en los que no lo hicieron, se emplearon un total de 36 cobayos, albinos,
de un peso aproximado a los 300 gramos (16 para los sueros, 8 para los controles y 12 para las
células).

Administracion del Tacrolimus:

El farmaco fue disuelto en solucion fisiologica estéril pH 7,2 a razén de 0,5 mg/ml de solucion.
Considerando que los cobayos pesaban entre 300 y 400 gramos, se administraron diariamente
per-os con jeringa a la manera de una mamadera 1 ml de una solucién que le aportaba 0,030 mg
del farmaco activo por dia equiparando la dosis de 0,100 mg/Kg peso/dia que se indican para los
seres humanos.

Como el tacrolimus no inhibi6 la sintesis de anticuerpos antiespermaticos especificos se
analizaron sus efectos a nivel histopatoldgico en testiculos de cobayo en iguales tiempos que
aquellos establecidos para valorar los efectos de los antisueros heterélogo y homdlogo y de las
células inflamatorias provenientes de los ganglios de animales inmunizados.

El analisis de los resultados expuestos en las Tablas 1 a 5, donde se consignd la reactividad
serolégica por fijacion del complemento de los sueros heterélogo, homologo y antiproteinas séricas
de cobayo, frente a antigenos testiculares, de otros érganos y a proteinas séricas, permite extraer
las siguientes conclusiones :

a): comparados con los resultados negativos hallados con los sueros normales, tanto de cobayo
como de conejo, empleados como controles, el suero heterélogo antihomogenado testicular reveld
un elevado titulo de anticuerpos antitesticulares, 8 veces superior al detectado en el suero homdlogo,
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al ser testificados frente a su propio antigeno ;

b): lo mismo ocurrié cuando los homogenados de rifién e higado, la fraccién 1, las células germinales,
los espermatozoides y el acrosoma soluble fueron testificados frente a los 2 inmunosueros
mencionados ;

¢): resultados negativos se obtuvieron con antigenos mas purificados como la fraccién 2, el acrosoma
total y el insoluble, el remanente, los mucopolisacaridos testicular y conectivo, la hialuronidasa,
las glucoproteinas testicular, conectiva y sérica, asi como, la albumina y las globulinas, al ser
testificados con los antisueros heterélogo y homologo;

d): los resultados conseguidos con albiimina, globulinas y la fraccién 2, no son de facil explicacion,
mientras que los obtenidos con los acrosomas total e insoluble y con el remanente, pueden deberse
a su escasa solubilidad;

e): el suero de conejo anti-proteinas séricas de cobayo, sélo reveld una débil reaccién frente a los
homogenados de testiculo, de rifién, de higado y a la fraccion 1, y fue negativo con los antigenos
restantes, incluyendo, curiosamente a la albiimina y a las globulinas.

Los sueros heterdlogo y homdlogo fueron absorbidos con varios antigenos testiculares y de otros
organos para evaluar la especificidad de las reacciones obtenidas.

Enlas Tablas 6 a9, se expuso la reactividad seroldgica de los inmunosueros mediante la técnica de
Ouchterlony. Un mayor ntiimero de lineas de precipitacion se obtuvo con el suero heterélogo que con
el homdlogo. Con éste, sdlo 2 lineas, con similitud entre ambas, fueron vistas con el homogenado
testicular y la fraccion 1. Con todos los otros antigenos los resultados fueron negativos.

El suero heter6logo reacciond con 7 lineas de precipitacion contra el homogenado testicular,
mientras que solo 3 fueron visibles con los homogenados de rifién e higado, las células germinales
y las globulinas. Dos lineas de precipitacion produjeron las fracciones 1 y 2 y los espermatozoides.
Con una sola linea, reaccionaron las 3 fracciones acrosémicas, el mucopolisacarido y la glucoproteina
testiculares, la hialuronidasa y la albimina. Resultados negativos se obtuvieron con el remanente,
el mucopolisacarido conectivo y las glucoproteinas sérica y conectiva. (Fotosn® 6,7y 8).

Las lineas de precipitacion obtenidas con el homogenado testicular, se separan en 2 grupos : uno
cercano al orificio periférico del antigeno y que eran 3 6 4 lineas delgadas con parcial identidad con
las globulinas, y otro, adyacente al hoyo central del antisuero, compuesto por 3 ¢ 4 lineas curvas
y gruesas con identidad con las 2 lineas externas de las células germinales (Foto n° 1). Entre los
otros antigenos, la fraccion 1 mostré 2 lineas frente al antisuero heterélogo, una recta cerca de la
siembra del antigeno, y otra curva proxima al orificio central que revel6 identidad con la linea
externa de los espermatozoides y con la del acrosoma total.

La fracciéon 2 reveld 2 lineas curvas diferentes; la cercana al hoyo central que contenia al antisuero
era pequefa y gruesa, y la segunda, ubicada equidistantemente era larga, fina y curva. Las células
germinales mostraron 3 lineas de precipitacion con el homogenado testicular y la linea sobrante
tenia completa identidad con la mas gruesa de los espermatozoides. Estos revelaron 2 lineas curvas
frente al suero heterélogo con identidad con una dela fraccion 1 y con otra de las células germinales.
El acrosoma total mostr6 una sola banda con identidad con la linea externa de los espermatozoides
(Foton® 2).

Los homogenados de rindén e higado mostraron 3 lineas cada uno siendo las primeras muy finas
excepto una cercana al orificio central que aparecia gruesa y poco definida y las segundas mas
claras, gruesas y rectas. (Foto n°® 3).

La glucoproteina y el mucopolisacarido testiculares y la hialuronidasa revelaron una sola banda
cada uno de ellos frente al antisuero heterélogo; eran claras y definidas sin identidad entre si.
La albiimina mostraba una sola linea y las globulinas 3, las que tenian identidad parcial con las
lineas externas obtenidas por el homogenado testicular.

El suero heterdlogo absorbido con varios antigenos testiculares y de otros 6rganos, fue testificado
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con homogenados de testiculo, de rifién y de higado, al igual que contra células germinales y
espermatozoides. Los resultados agrupados en la Tabla 9 sefialan una disminucion del nimero
de bandas de precipitacion inicialmente obtenido ; el resultado fue totalmente negativo cuando
el suero heterélogo se absorbi6 con el homogenado testicular. El suero homologo sélo se absorbid
con el homogenado testicular en virtud de la reactividad demostrada en la primera testificacion. Su
resultado fue negativo. El suero antiproteinas séricas de cobayo revel6 4 lineas de precipitacion
frente a los homogenados de testiculo, de higado y a las globulinas ; 3 lineas frente

al homogenado de rifién y 2 frente a la fraccion 1y a la albimina. (Fotos n° 4 y 5).

Una sola linea de precipitacion fue revelada frente al mucopolisacarido testicular, ala hialuronidasa
y a la glucoproteina sérica, mientras que el resto de los antigenos utilizados dieron resultados
negativos.

Foto nifm, 1 : Placa de Ouchterlony.

AS: suero heterblogo antitesticulo; 1l: homogenado
testicular; 2: células germinales; 3: espermatozoi
des; 4: globulinas de cobayo.

El mayor numero de lineas de precipitacién es observado
entre el suero y el homogenado; identidades parciales
son advertidas entre varios antigenos.

Foto pim., 2 Placa de Ouchterlony.
AS: suero heterélogo antitesticulo; 1: fraccién 1;
2: espermatozoides; 3: acrosoma total; 4: remanente.

Identidad comin es observada entre las lineas de los
ant{genos 1, 2 y 3.
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AS 2 suero heterélogo antitesticulo; 1l: fraccién 2;
2: homogenado de higado; 3: homogenado de rifién,

Diferente nimero de lineas de precipitacién es observada

con estos antigenos.

Foto n¥m., 4 : Miero-Ouchterlony.

AS: suero antiprotefnas séricas de cobayo; 1: homogenado
testicular; 2z globulinas de cobayo; 3: espermatozoides;

4: acrosoma total.

Identidad de lineas es observada entre los antfgenos 1
y 2.

suero

O3
homogenado de higado;
homogenado de rifién; 4: células germinales;

52 suero heterélogo antitesticulo.

Identidad comin es apreciada entre las lfneas

de los homogenados de testiculo, rifidn e higado.
El mayor nd de
y el homogen de

es visto entre el antisuero
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Foto ndm. 6 : Micro-Ouchterlony. AS: suero
heterélogo antitesticulo. 1: mucopolisacdrido
conectivo. 2:_mucopolisacérido testicular.

Una sola banda es observada entre el suero y
el dltimo antigeno.,

e
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4} As , 24
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Foto ndm. 7 : llicro=-Quchteriony.

AS: suero heterélogo antitesticulo; 1: solucién
fisioldégica; 2: glucoproteina conectiva; %: glu
coproteina testicular; 4: glucoproteina sérica,

Una dnica linea de precipitecidén es observada
con el antigeno nim, 3.

+

Foto ndm. 8 : Micro-Ouchterlony,
AS: suero heterdlogo entitesticulo; 1l: esperma
tozoides; 2: glucoproteina testicular,

Una sola linea de precipitacién con identidad
es apreciada,
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Inyeccion intratesticular de suero heterélogo antihomogenado : las lesiones observadas fueron
agrupadas en 3 tipos distintos.

Grado I: con congestién vascular, exudacion de polinucleares al espacio intertubular, vacuolizacion
de las células de Sertoli y descamacién o desprendimiento hacia la luz tubular de las células
germinales adyacentes ;

Grado II : disminucion de la congestion y exudacion vascular ; aumento de la descamacion celular
en la luz, de la vacuolizacion Sertoliana y casos aislados de citdlisis de las células germinales en
escasos tubulos. Estos fendmenos se acompanan de una leve infiltracién de mononucleares en los
espacios intertubulares, en el epididimo y en el intersticio de la rete testis ;

Grado III : predominan los infiltrados mononucleares en dreas extensas comprometiendo a los
tabulos seminiferos y a la rete testis. La descamacion de las células germinales puede ser total.
Los resultados obtenidos mediante la inyeccion del suero heterdlogo se resumen ast :

48 horas : Grado 1.

96 horas : Grado I.

7 dias: Grado L

15 dias : Grado II

25  dias: no existen fendmenos inflamatorios; regeneracién parcial; descamacion minima.

37 dias: aspecto normal.

Los resultados obtenidos por medio de la inyeccion del suero homdlogo se resimen asi :

48 'y 96 horas : Grado I

7 y 15 dias : Grado IL

25 dias : Grado IIL

37 dias: comienza la reparacion tisular sin fenémenos inflamatorios con escasos mononucleares.
(Fotos n° 9,10,11,12,13,14 y 15.)

Foto n® 9 : Corte de testiculo de cobayo, 24 horas después
de la inyeccién intratesticular de suero
homélogo antitestis,

La rete testis muestra acumulacién de leucocitos
polimorfonucleares. (Lesién Grado I).
Hematoxilina-eosina. X 50.
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Foto »° 10 : Corte de testiculo de cobayo, 24 horas
después de la inyeccién intratesticular
de suero hombélogo antitestis.
La rete testis muestra acumulacién de
leucocitos polimorfonucleares. (Lesién Grado I).
Hematoxilina-eosina. X 200.

Foto n® 11 : Corte de testfculo de cobayo, 24 horas después

de la inyeccién intratesticular de suero homélogo
antitestis.

Numerosos leucocitos aparecen distribufdos

en el espacio intertubular, entremezclados

con las células de Leydig. En el tubo semi
nifero de la izquierda, se observa la desca
macibén de las células germinales., (Lesién

Gradeo ) =

Hematoxilina-eosina, X 200
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Foto n® 12 : Corte de testfculo de cobayo, 4 semanas
-después de la inyeccidén intratesticular
de suero homélogo antitestis.
La rete testis nuestra una acumulacién
de células mononucleares. (Lesién Grado III)
Hematoxilina-eosina. X 50.

Foto n® 13 : Corte de testfculo de cobayo, 4 semanas
- después de la inyeccién intratesticular
de suero homélogo antitestis. <
La rete testis muestra una acumulacién
de células redondas mononucleadas.
(Lesién Grado III).
Hematoxilina-eosina. X 200
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Foto n® 14 : Corte de testfculo de cobayo, 4 semanas
después de la inyeccién intratesticular
de suero homblogo antitestis.

Se observa un 4rea de daflo de los tubos

seminiferos, por debajo de la albuginea.
- (Lesién Grado III).

Hematoxilina-eosina. X 50,

Foto n® 15 : Corte de testfculo de cobayo, 4 semanas
después de la inyeccién intratesticular
" de suero homélogo antitestis.
Se observa la zona de dafio tubular de la
foto anterior, mids magnificada.
(Lesién Grado III)
Hematoxilina-eosina. X 200,

Los resultados obtenidos por la inyeccién de suero normal de cobayo se resumen asf :
48 y 96 horas : Grado I

7  dias : reparacion tisular sin descamacion ni dafio tubular.

15, 25 y 37 dias dias: aspecto normal.

Los resultados obtenidos por medio de la inyeccién intratesticular de suero normal de conejo,
pueden resumirse de la siguiente manera:

=  48horas: Grado I: similar al anterior, con discreta vacuolizacion de las células de Sertoli. Algun

foco aislado de descamacion.

96 horas: Grado I: 1aimagen histologica es casi la misma, pero con atenuacion de los fendmenos
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inflamatorios.

= 7 dias: imagen histoldgica casi normal. No hay dafio tubular ni descamacién germinal o
infiltrados mononucleares.

= 15 dias: aspecto normal.

= 25 dias: aspecto normal.

= 37 dias: aspecto normal.

Los resultados obtenidos con la inyeccion de solucion fisioloégica en forma intratesticular, en un
grupo de control, pueden ser resumidos de la siguiente manera:

= 48 horas: Grado I: se mantienen los mismos fenémenos inflamatorios de poca monta.

= 96 horas: Grado I: similar al anterior; disminuyen los fenémenos inflamatorios.

= 15 dias: aspecto normal del testiculo.

= 25 dias: aspecto normal.

Los resultados conseguidos con la puncion simple del testiculo, también en otro grupo de control,

pueden resumirse de la siguiente manera:

= 48 horas: similar al anterior, pero con algin foco hemorragico pequeno, con exudaciéon
leucocitaria a predominio polimorfonuclear.

= 96 horas: similar al anterior, cercano al foco hemorragico, se aprecia vacuolizacion de las
células de Sertoli.

= 15 dias: aspecto histolégico normal.

=  25dias: se observa en un animal un foco hemorragico. El otro, normal.

Se transcriben los resultados histopatoldgicos obtenidos mediante la inyeccion intratesticular de
células de ganglio de animal normal y de animal sensibilizado con homogenado testicular. No
se han establecido grados de lesion histoldgica, ya que en los primeros estadios, la inyecciéon de
células podia inducir a errores interpretativos. Por ende, se sigui6 la pauta de la descripciéon de
cada estadio estudiado.

a)Inyeccion de células de ganglio de cobayo normal:

= 48 horas: ligera congestion y edema; infiltrados leucocitarios y mononucleares escasos; no
hay dano tubular.

= 96 horas: similar al anterior, con disminucion de la presencia de células inflamatorias en el
espacio intertubular.

= 10 dias: aspecto casi normal con pequenos y aislados focos de edema seroalbuminoso.

= 20 dias: similar al anterior.

= 30 dias: aspecto normal.

Los resultados obtenidos mediante la inyeccion intratesticular de células de ganglio de animal

sensibilizado con homogenado testicular, pueden resumirse de la siguiente manera:

= 48 horas: zonas con edema seroso de menor intensidad que en los tiempos anteriores;
aparecen pequenos infiltrados mononucleares e histiocitarios alrededor de algunos tamulos,
que se conservan indemnes. Ligera vacuolizacion de las células de Sertoli sin descamacion
del epitelio germinal.

= 96 horas: muy parecido al anterior, pero con desaparicion casi completa.

= 10dias: no se aprecia edema seroalbuminoso ostensible. Infiltrados en regueros peritubulares
mas marcados; vacuolizacién de las células de Sertoli, en especial, en algunos timulos que
manifiestan un dafo apreciable. Descamacion del epitelio.
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20 dias: similar al anterior aunque se notan 2 fenémenos: 1) aumento de la alteracién tubular con
descamacion marcada del epitelio germinal, y 2) disminucion de los infiltrados mononucleares
peritubulares.

30 dias: imagen no tan intensa como la anterior, dando la impresién de estar en marcha un
proceso de reparacion sin acompanarse de fendmenos inflamatorios. Infiltrados celulares en
focos aislados. (Foto n® 16 a 22).

Pig. n° 16 : Corte de testiculo de cobayo 24 horas después
de ser inyectado con células de ganglio linfd
tico de cobayo sensibilizado con homogenado

= testicular.

Se -observan regueros celulares perivasculares y peritubula

res, presumiblemente del material inyectado, en la zona

subalbugfnea. La congestibén vascular es manifiesta. Los

-tidbulos conservan su indemnidad.

Hematoxilina-eosina., X 100

Fig.n® 17 : Corte de testfculo de ccbayo 6 dfas después
de ser inyectado con células de ganglio lin
fético de cobayo sensibilizado con homogena
do testicular. .

Se aprecian infiltrados perivasculares y peritubulares

de tipo histolinfoplasmocitario acompafiados de lesiones

tubulares consistentes en vecuolizacidén de las células
de Sertoli y ligera descamacién del epitelio germinal.

Hematoxilina-eosina. X100
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Eig.no 18 : Corte de testfculo de cobayo 10 dfes después
de ser inyectado con células de ganglio linfi
tico de cobayo sensibilizado con homogenado
testicular, e

Se verifican infiltrados peritubulares de tipo histolinfo

plasmocitario acompafiados de lesiones tubulares diversas,

similares a las seilaladas en la foto anterior.

Hematoxilina-eosina, X 250

Fig.n%9 : Corte de testfculo de cobayo 20 dias después
de ser inyectado con células de ganglio linf4
tico de cobayo sensibilizado con homogenado
= o testicular, ;
Se observan lesiones tubulares consistentes en descamacién
del epitelio germinal y vacuolizacién Sertoliana. Los infil
~ . trados peritubulares précticamente han desaparecido. Hay
congestién vascular subalbuginea. .
Hematoxilina-eosina. X 100
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Foto n® 20 : Corte de testfculo de cobayo 20 dfas después de
ser inyectado con células de ganglio linfé4tico
de cobayo sensibilizado con homogenado testicular,
Se observan las mismas lesiones que en la foto anterior; la -
descamacién del epitelio germinal es evidente.
Hematoxilina-eosina. X 250

Fig. n® 21 : Corte de testiculo de cobayo 10 dfae después
de ser inyectado con células de ganglio linfd
_tico de cobayo normal.

Se aprecian escasos signos de alteracién tubular. Tampoco

se observan infiltrados celu lares.

Hematoxilina-eosina. X 250
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Fig.n022 : Corte de testiculo de cobayo 20 dfas @espgés :
de ser inyectado con células de ganglio linfético
de cobayo normal. - :

No se aprecian signos de lesién tubular ni infiltrados peri-

tubulares. -

Hematoxilina-eosina. X 250

Los estudios histopatologicos de los testiculos de cobayos que recibieron tacrolimus vy,
simultdneamente, fueron experimentalmente agredidos con homogenado testicular, con antisuero
heterélogo y homologo, con células linfocitarias provenientes de ganglio normal y de ganglio de
animal inmunizado con homogenado testicular, demostraron en los mismos tiempos que no se
producian lesiones titulares de importancia.

Solo se observo ligera congestion y edema sin infiltrados leucocitarios ni mononucleares. No
hubo dafio tubular; las células de Sertoli no evidenciaban ninguna alteraciéon morfoldgica.

Discusion

Los resultados presentados ponen de manifiesto que un potente inmunosuero
antihomogenado testicular de cobayo, puede ser inducido mas facilmente en conejos que en cobayos.

Sin embargo, la reactividad serolégica del antisuero heterélogo es cualitativamente similar
a la del homologo, como se desprende de los datos logrados por la fijacion del complemento.

Por otra parte, este resultado esta de acuerdo con el tipo de reacciéon de hipersensibilidad
retardada provocada por lainmunizacién autéloga y homologa en el cobayo con antigenos testiculares.

Es sabido también que a pesar de su bajo titulo, el antisuero homologo, reacciona por fijacion
del complemento, P.C.A. y doble difusion en agar, con su propio antigeno o con espermatozoides
epididimarios, ocurriendo lo mismo con el suero humano homoélogo antihomogenado testicular.

Los interrogantes se inician cuando el suero homdlogo antihomogenado testicular, resulta
positivo por fijacion del complemento, no soélo frente a las complejas fracciones 1 y 2, células
germinales y espermatozoides, sino también, frente alos homogenados de higado y rinén homoélogos.

Quizas la poca sensibilidad del método de Ouchterlony explique el hecho de que este
antisuero reproduzca s6lo 2 bandas de precipitacién con su propio antigeno, el homogenado y la
fracciéon 1, y ninguna banda contra el resto de los antigenos.

Ademas de esta técnica, al emplear el antisuero heter6logo, no sélo confirma sino que
amplifica los resultados logrados con el inmunosuero homélogo.

A su vez, Tamura (1985) ha demostrado que la toxina de la BP (Bordetella pertussis)



Anales de la Sociedad Cientifica Argentina * Volumen 262 N° 2 » 2018 » Pag. 57 I

incrementa las respuestas de hipersensibilidad retardada, inhibiendo la induccién de células
supresoras de la DTH.

Otra anomalia frecuentemente observada fue la vacuolizaciéon y rarefaccion del citoplasma
de la célula de Sertoli, hecho que también fue visto en los testiculos lesionados de las ratas
inmunizadas con HT, lo cual nos hace pensar que la alteracion, primaria o secundaria, de la célula
de Sertoli podria ser un mecanismo comun en el dafio de la espermatogénesis en la OAE.

Adenkule (1987), siguiendo métodos similares a los usados para la purificacion de
autoantigenos del testiculo de cobayo, fallaron en la obtencién de un antigeno aspermatogénico
relevante a partir del testiculo de ratén. Sugirié que estos antigenos estarian en el testiculo murino,
comparado con el de cobayo, en un niimero mucho menor y ademas en forma altamente insoluble.

Aproximadamente 20 dias después de la inmunizacidn, la lesion testicular se hizo evidente
en la mayor parte de los animales pertenecientes al grupo experimental de OAE. El hallazgo
mas significativo, en este periodo, es la estrecha asociacion entre la aparicion del dafio tisular y
la disminucién de células CD8+, con ascenso de la relaciéon CD4/CDS8, en los ganglios linfaticos
de los animales lesionados, cuando se compara estos datos con los obtenidos en animales de los
respectivos grupos de controles.

Los resultados descriptos y discutidos en este trabajo permiten una mejor comprension
de los mecanismos inmunopatogenéticos que gobiernan el desarrollo de la orquitis autoinmune
experimental. Considerando que, existen patologias testiculares asociadas a esterilidad masculina
que muestran un cuadro semejante a la OAE, las conclusiones aqui presentadas pueden ser de
alguna utilidad en el esclarecimiento de ciertos mecanismos de alteracion de la fertilidad en el
hombre. Particularmente, en aquellos individuos en los cuales diferentes enfermedades del tracto
genital, tales como infecciones, traumatismos y malformaciones congénitas, permiten o favorecen la
llegada de autoantigenos testiculares o espermaticos a los ganglios linfaticos, en donde, de acuerdo
a las interacciones celulares de las distintas subpoblaciones, se generaran linfocitos autorreactivos
que desencadenaran un dano autoinmune.

La real existencia de células supresoras y reguladoras, como entidades de funcion,
son motivo actual de controversia; sin embargo existen multiples evidencias de células que,
en determinadas circunstancias, ejercen acciones inhibitorias sobre distintos tipos de respuesta
inmune, y mas atin, sobre el desarrollo de la patologia en casi todos los modelos experimentales
de enfermedades autoinmunes.

Algunos autores (Linthium, 1982) postulan que BP podria incrementar la permeabilidad de
las barreras hemato-tisulares permitiendo ast el facil acceso de linfocitos T activados al 6rgano blanco.

Acorde con este punto, se ha dicho que los antigenos especificos de tejido, como ocurre con
la tiroglobulina, poseen mas determinantes antigenicos activos en su reaccion con heteroanticuerpos
que con autoanticuerpos.

Este podria ser el caso de los acrosomas total, insoluble y soluble, el mucopolisacarido
testicular, la hialuronidasa y la glucoproteina testicular, que son facilmente reconocibles por el
suero heterdlogo antitesticulo en las técnicas de precipitacion.

Otros antigenos como el mucopolisacarido y la glucoproteina conectivos y la glucoproteina
sérica, fueron negativos contra ambos antisueros en ambas técnicas seroldgicas, a pesar de su
origen glucoprotidico tan cercano al de los mencionados mas arriba.

La presencia de proteinas séricas exclusivamente en el homogenado testicular y la fraccion
1, fue verificada por fijacién del complemento y por Ouchterlony, empleando un suero antiproteinas
séricas de cobayo.

Los resultados negativos obtenidos con el mucopolisacarido testicular, la hialuroniodasa y la
glucoproteina sérica mediante la fijacion del complemento, se positivizaron al practicar la prueba de
Ouchterlony, porla cual, sin embargo, el acrosoma y la glucoproteina testicular siguieron siendo negativos.
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La falta de resultados positivos por fijacion del complemento en las reacciones directas
realizadas con suero antitesticulo y albiimina y globulinas como antigenos, se contrapone a la presencia
de bandas de precipitacion obtenidas con los mismos elementos en la prueba de Ouchterlony.

Estos resultados, que se observan solamente con el antisuero heter6logo dan fuerza a la
idea del bajo contenido en anticuerpos del antisuero homologo, y la predominancia de la naturaleza
de las precipitinas, como ejemplo de anticuerpos antiproteinas séricas.

No obstante, la posibilidad de una antigenicidad mayor de las proteinas séricas de
inmunizacién heteréloga parece mas razonable que en la inmunizacién homéloga.

Es interesante sefialar, que el antisuero homologo al revés de lo que se hallé con el
heterélogo, no reaccioné con la fraccién 2, tanto por fijacién del complemento como por Ouchterlony,
lo que esta de acuerdo con observaciones precedentes que demostraron que las fracciones 1y 2, asi
como, el mucopolisacarido testicular resultaban positivos por el test de anafilaxia cutdnea pasiva
(P.C.A.), pero constantemente negativos por inmunoelectroforesis.

Admitiendo aprioristicamente que la evaluacion de las reacciones de identidad en los tests
de inmunodifusién resulta dificultosa, los resultados obtenidos y expuestos, demuestran que, el
homogenado testicular tiene antigenicidad comtin con otros antigenos inherentes al testiculo, como
ser, las fracciones 1y 2, las células germinales, los espermatozoides y el acrosoma, basandose en
el nimero y en la correlacion de las bandas de precipitacion, independientemente de las de otros
tejidos o proteinas séricas.

Cierta identidad fue también verificada entre los espermatozoides y la glucoproteina
testicular, siendo la misma menos evidente con la hialuronidasa.

La relacién antigénica de las lineas de las células germinales, los espermatozoides y
el acrosoma fue menos notoria con aquellas de las fracciones 1y 2, y practicamente ausente al
compararlas con las de los homogenados de higado, de rifidn, la albiimina y las globulinas.

Estos resultados fueron corroborados por la similitud en los patrones de lineas de
precipitacion del homogenado testicular y la fraccion 1, y aquellos de la albimina y de las globulinas,
cuando los 4 reaccionaron con el suero de conejo antiproteinas séricas de cobayo.

La especificidad de los resultados obtenidos con ambos antisueros antitesticulo, verificada
con las absorciones correspondientes por fijacion del complemento y por Ouchterlony, demostré
una cierta remocion selectiva de bandas previamente obtenidas con los antigenos, y la persistencia
de otras atribuibles a los componentes testiculares que quedaban.

Con todo, las limitaciones naturales de las técnicas de absorcion, especialmente cuando
se emplea un antisuero complejo, no permiten sacar conclusiones definitivas.

De todos modos, los resultados expuestos, tienden a indicar que el antisuero antitesticulo aparece
contaminado con otros anticuerpos contra proteinas tisulares, y también, contra proteinas séricas.

De las 7 bandas obtenidas frente al homogenado testicular, 2 6 3 parecen ser especificas para
el tejido testicular, 2 ¢ 3 revelan identidad de higado y rifién, y las 3 restantes con las proteinas séricas.

Estos resultados son coincidentes con los de otros autores, que emplearon un extracto
testicular de ratén y de cobayo, frente a un suero de conejo antitesticulo, testificando por
Ouchterlony e inmunoelectroforesis.

Por el contrario, la reactividad seroldgica de las células germinales, los espermatozoides y el
acrosoma, que revelan 1 6 2 bandas, antigenicidad comtn, y ningtin otro contaminante, dan fundamento
al criterio de que ellos constituyen el sitio celular de los antigenos testiculares mas especificos.

También ha sido demostrado que sdlo el acrosoma de las espermatidas y de los
espermatozoides reaccionan por inmunofluorescencia con el antisuero antitesticulo.

Sin embargo, la posibilidad de que mas de un antigeno de naturaleza glucoproteica
esté presente en el espermatozoide en el acrosoma o en otras estructuras de ésta célula, parecen
circunstancias por la presencia de sélo una banda de precipitacion verificada con el acrosoma, el
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mucopolisacdrido testicular, la hialuronidasa y la glucoproteina testicular. Otros antigenos, tales
como el mucopolisacdrido conectivo y la glucoproteina conectiva, no parecen relacionados con la
antigenicidad del homogenado testicular, sus fracciones proteicas derivadas o los espermatozoides.

La heterogeneicidad de los antisueros antitesticulo homologo y heterélogo, debera ser
tenida en cuenta cuando — como se describira mas adelante — las propiedades de estos sueros son
correlacionadas con su efecto deletéreo sobre las células germinales, tanto “in vivo” como “in vitro”.

Los resultados obtenidos mediante la inyeccién intratesticular de los sueros homologo y
heterdlogo, ponen de manifiesto que un dano de la gonada puede ser inducido por esta via.

Sinembargo, es preciso realizar una consideracién mas precisa, dado que, cronoloégicamente,
las modificaciones titulares apreciadas presentan matices diferentes.

Estos cambios testiculares deben analizarse también en comparacién con aquellos
obtenidos con la inyeccién de sueros normales controles, de solucion fisiologica, y del simple
traumatismo producido por la puncién de la aguja.

En términos generales, puede decirse que los fendémenos vasculares predominaron
durante la primera semana, mientras que, las lesiones focales con lisis de las células germinales
e infiltrados mononucleares, que remedaban aquellos descriptos en la orquitis alérgica clasica,
aparecieron entre la tercera y la séptima semanas. Es interesante destacar que el nimero de focos
y la extension de las lesiones aumentaron durantes las tiltimas semanas.

Las lesiones de tipo vascular, con congestiéon y exudacién serosa y focos de
polimorfonucleares peritubulares, pero sin lesién tubular ni alteraciones Sertolianas, pueden
aparecer como respuestas inespecificas, detectadas con los 4 sueros empleados, independiente del
tenor de anticuerpos antitesticulo circulantes, puesto de manifiesto, por otra parte, por las técnicas
serologicas descriptas anteriormente.

Sin embargo, es valedero destacar que aunque los sueros heterélogo y homdlogo producen
las mayores alteraciones, las debidas al tiltimo antisuero, podrian aparecer con ligera antelacion a
las ocasionadas por el primer antisuero.

Asi, al 7° dia mientras que con el suero heter6logo se consiguieron lesiones de Grado1, enla
mayoria de los testiculos inyectados con el suero homologo, las lesiones eran de grado II incipiente.

Los sueros normales, por su parte, arrojaron un panorama distinto. A los 7 dias, si bien
persistian algunos fenémenos vasculares, también se objetivaban fenémenos reparativos, con lo
cual, con estos sueros controles, solo se llego al Grado I de lesion histolégica.

Con solucidn fisioldgica, y con la simple puncidn del testiculo, las lesiones fueron minimas,
y en casos escasos pueden incluirse en el Grupo I; no obstante, la reparacion tisular fue rapiday a
los 7 dias, pocos focos hemorragicos podian observarse, mientras los procesos de reconstruccion
eran muy activos.

En la consideracion evolutiva de las lesiones histologicas, se advierte que mientras con
el suero heterélogo, solo se llegan a producir cambios de Grado II, con el homdlogo se obtienen
modificaciones descriptas como Grado III.

En el dia 25, los testiculos inyectados con suero heterélogo, muestran zonas de
reconstruccion tisular, mientas que los inyectados con suero homdlogo evidencian graves lesiones
de Grado III.

En el 37° dia, los primeros, se encuentran practicamente reconstruidos, mientras que los
segundos, se hallan en plena lesién de Grado III, aunque algunos evidencian signos leves de reparacion.

Recientemente, una actividad citofilica fue hallada en el suero de cobayos sensibilizados
en forma homologa, con homogenado de testiculo mas adyuvante completo de Freund.

Esta propiedad no es complemento — dependiente.

La especificidad de esta experiencia fue demostrada por los autores, empleando como
células controles, hematies y leucocitos de los mismos animales de experimentacion, el suero con
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propiedades citofilicas, y los espermatozoides autélogos u homologos.

Ambas células controles, no adsorbian en su superficie a los espermatozoides.

La fraccion IgG, parece ser la responsable de esta propiedad citofilica; su significacion fisioldgica,
posiblemente esté relacionada con el mecanismo de fagocitosis.

Los mismos macroéfagos aislados del peritoneo de cobayo, dentro de los 7 dias de la
sensibilizacién con homogenado testicular, exhiben una inhibicién de la migracion in vitro, al
ponerse en contacto con el sobrenadante del homogenado testicular.

Al parecer, esta prueba de laboratorio puede preceder en su positividad a la prueba
cutanea clasica.

También esta técnica de inhibiciéon de la migracion de los macrofagos, puede permitir
una cuantificaciéon de los resultados, con mas fidelidad que la prueba cutanea.

Dejando de lado factores especificos responsables por el dafio tisular, resulta prematuro
asegurar si los anticuerpos fijadores del complemento o precipitantes, son los tinicos anticuerpos
humorales involucrados en el proceso.

Estudios empleando diferentes fracciones inmunoglobulinicas separadas de sueros
normales o de sueros inmunes, podrian clarificar su participacion en la patogénesis de las lesiones
de los tibulos seminiferos.

El papel que jugaria la transferencia pasiva de complejos antigeno-anticuerpo
transportados por el suero inmune o la posibilidad de que estos complejos pudieran ser inducidos
después de la inyeccion intratesticular del suero inmune, no esta debidamente aclarada.

Mientras otros autores evaluaron los testiculos sélo durante la primera semana, aqui nos
hemos extendido hasta la séptima semana, donde las lesiones son evidentes, en particular con el
suero homologo.

Por otra parte, se ha empleado aqui la via intratesticular para la inyeccién del antisuero,
lo cual favorece su difusion en los espacios intertubulares, mientras aquellos autores utilizaron el
espacio subalbugineo, donde la absorcién del antisuero por los vasos linfaticos podria ocurrir e
impedir su adecuada distribucién en los espacios intertubulares.

Si bien se deduciria que las lesiones podrian ser causadas por una accion directa del
antisuero, el mecanismo de lisis de las células germinales permanece todavia en el terreno
especulativo.

Si aceptamos que un mecanismo inflamatorio puede aumentar la permeabilidad de la
barrera que rodea la rete-testis y los tubos seminiferos, entonces los fendmenos vasculares iniciales
y de la primera semana, podrian explicar la facilidad de acceso, tanto del suero normal como de
los inmunosueros.

Acto seguido, los anticuerpos inducirian la vacuolizaciéon de las células de Sertoli y la
descamacién de las células germinales.

La interaccion del antigeno y de los anticuerpos, asi como de los antigenos liberados de
las células germinales, pueden provocar una acumulacién local de células mononucleares.

Esta interpretacion esta de acuerdo con el concepto de la necesidad de una coparticipacion
de fendmenos inmunolodgicos de tipo humoral y de tipo celular para inducir una orquitis alérgica;
concepto que sustentan atin aquellos que consideran que la secuencia de lesiones se inicia en la
rete-testis y se disemina en los espacios intertubulares.

Los resultados obtenidos con la inyecciéon de células inmunoldgicamente competentes,
provinieran éstas de ganglio de animal normal o de animal sensibilizado con homogenado testicular,
merece una discusion aparte.

En primer término, se debe destacar que durante los primeros 10 dias practicamente las
imagenes histoldgicas son similares para ambos experimentos, con muy ligera predominancia en
riqueza celular, de aquellos pertenecientes a la inyeccién de células provenientes de ganglio de
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animal sensibilizado.

No resulta prudente atribuir a estas imdgenes connotacién alguna, ya que las células
inyectadas, en su mayoria histiocitos y linfocitos, no pueden ser diferenciados —por las técnicas
aplicadas aqui- de aquellos propios del huésped.

Por ende, podria decirse que la respuesta es inespecifica, por los menos hasta las imagenes
del 10° dia, donde la diferencia se hace mas notoria, y se puede poner en duda la no especificidad de
la reaccion, en virtud de que ha pasado un tiempo razonable como para que se hubiera efectuado
una movilizacion celular hacia en sitio de la inyeccion, y una modificacion parcial o total de las
células inyectadas.

A partir del 102 dia, las agresiones del tejido receptor son mas evidentes. La vacuolizacion
de las células de Sertoli se hace mas evidente, y la descamacion del epitelio germinal comienza a
visualizarse. La diferencia con el control es ahora notoria y no deja lugar a dudas.

Esta progresion de lesion histologica va en aumento hasta alcanzar su acmé en el 20° dia,
con alteracién tubular marcada y con infiltrados mononucleares peritubulares presentes, aunque
en ligera disminucion con relacion a los dias precedentes.

Estas lesiones se van atenuando y alrededor del dia 30° se comienzan a apreciar fenémenos
de reparacion tubular, aunque persistan los infiltrados mononucleares.

La producciéon de lesion histologica mediante la inyeccion de células inmunocompetentes
no es de facil explicacion, no obstante haber sido la transmision pasiva de la inmunidad celular
por globulos blancos una posibilidad demostrada.

Las células de ganglio sensibilizado pueden ser portadoras de antigenos testiculares
vehiculizados por via linfatica al practicar la inyeccién sensibilizante. Estos antigenos podrian estar
adosados a la membrana celular en receptores especiales o bien incorporados ya en el citoplasma celular.

También las células mononucleares inyectadas podrian ser portadoras de anticuerpos
homologos antitesticulo en proceso de sintesis, y que podrian ser liberados en el huésped al
producirse la reaccion inflamatoria de la primera semana.

Luego se acentuaria la liberacién de mas antigenos testiculares (del receptor) los que
intensificarian el mecanismo de sintesis de anticuerpos especificos. La coparticipacion de ambos
mecanismos, formando o no complejos inmunes con el complemento del huésped, podrian ser
los pasos iniciales que inducirian las modificaciones citoldgicas descriptas (vacuolizacion de las
células de Sertoli y descamacion del epitelio germinal) y los infiltrados mononucleares presentes
que conformarian la imagen histolégica compatible con la orquitis autoinmune.

No se deben olvidar tampoco los llamados “factores solubles” de la inmunidad celular
(citoquinas, quimioquinas) por parte de las células mononucleadas, integras y activadas o en lisis,
que facilitarian la concurrencia de otras células mononucleares para formar el infiltrado tipico.

El empleo del adyuvante completo de Freund es imprescindible para el desarrollo de las
lesiones de orquitis, pues la inmunizacion con tejido testicular solo o con adyuvante incompleto
tnicamente produce anticuerpos circulantes evidenciados por el PCA test y lainmunofluorescencia,
y, en escasos casos, lesion tisular.

Las lesiones testiculares se correlacionan con una prueba cutanea positiva de lectura tardia
realizada con homogenado testicular, en la piel de los animales sensibilizados con dicho antigeno.

Mas recientemente, una preparacion de ARN extraido de ganglios linfaticos o del bazo
de cobayos sensibilizados con homogenado testicular mas adyuvante de Freund, resulté util para
transferir pasivamente la orquitis inmunoldgica, a animales homologos normales.

La lesion de la orquitis alérgica puede ser encuadrada en el grupo IV de la clasificacion
de Gell y Coombs, sin dejar por ello de considerar los mecanismos de tipo II y III con posibles
coparticipes en determinadas ocasiones.

Por tltimo, otro hecho que no debe dejar de consignarse, es el de que esta reaccién pudiera
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tratarse de un rechazo de injerto, por ser animales de cepas distintas.
Este argumento queda invalidado por el grupo de control que no muestra lesiones mas alla
de la primera semana, época en que justamente comienzan a aparecer los signos tipicos del rechazo.
Otro elemento positivo que aboga a favor de la importancia de la inmunidad celular
en la génesis de la orquitis autoalérgica, es el que se desprende del hecho de la prevencion o
imposibilidad de inducir la aspermatogénesis en animales timectomizados al nacer, al igual que
la administracién de drogas inmunodepresoras antes de la sensibilizacion.

Los cobayos que recibieron tacrolimus no evidenciaron grandes cambios en los niveles de
anticuerpos especificos, pero si modificé la intensidad de los infiltrados celulares que se habian
manifestado en los otros grupos experimentales tanto con la inoculacion de anticuerpos heterdélogo,
homodlogo y antiproteinas séricas, como con células linfoideas provenientes de ganglios de animales
normales e inmunizados con homogenado testicular.

De esta manera, se admite que la actividad depresora de las poblaciones LT efectoras es
posible ante el efecto farmacoldgico del tacrolimus frenando asi la produccién de citoquinas
proinflamatorias, y, a la postre, de lesiones irreversibles en el 6rgano de choque. Similares efectos
son bien conocidos en los transplantados tratados con tacrolimus. Esta accién inmunomoduladora
podria resultar de cierta utilidad en minimizar el desarrollo de la OAE y de aquellos procesos
inflamatorios, traumaticos e inespecificos de las gonadas masculinas.-
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de la direccion.
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-editoriales
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2) Originales

Los ANALES DE LA SOCIEDAD CIENTIFICA ARGENTINA publicaran trabajos escritos en los idiomas:
espaflol, francés, inglés y portugués.
Los originales deberan respetar la siguiente estructura:

1* pagina:
-Titulo del trabajo: no mayor de veinticinco (25) palabras
-Nomina de los autores, institucion o instituciones a la que pertenecen cada uno
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-Institucion en la que se llevo a cabo el trabajo en el caso que difiera de la institucion
de pertenencia.
-Domicilio postal y electronico (si lo tuviere)

2% pagina:
-Resumen en idioma espaiiol de no mas de 400 palabras, con su correspondiente
traduccion al inglés. La traduccion al inglés deberd incluir el titulo del trabajo cuando
éste haya sido escrito en espafiol y viceversa, si el trabajo se halla escrito en inglés
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Agradecimientos y Referencias. A continuacion se agregaran las tablas con sus titulos, leyendas de las figuras y graficos
y finalmente las figuras y graficos preparados como se indica mas abajo.

El tipeado del manuscrito debera hacerse a doble espacio en papel tamafio carta (aprox. 21 cm x 29cm), dejando
3 cm de margenes izquierdo, superior e inferior, debiéndose numerar secuencialmente todas las paginas.

No se aceptara la insercion de notas de pie de pagina. Cuando ello sea necesario, se debera incluir tales notas
en el mismo texto.

Se recomienda emplear el Sistema Métrico Decimal de medidas y las abreviaturas universales estandar.

Solo se permitira el empleo del Sistema Internacional de Unidades para las medidas.

Como regla general no se debera repetir la misma informacion en tablas, figuras y texto. Salvo en casos especiales
que justifiquen alguna excepcion se aceptara presentar esencialmente la misma la informacion en dos formas simultaneas.

Cada seccion se numerara consecutivamente, recomendandose no emplear subsecciones.

3) Tablas

Las tablas deben prepararse en hojas aparte y a doble espacio. Las mismas incluiran un titulo suficientemente
aclaratorio de su contenido y se indicaran en el texto su ubicacion, sefialandolo con un lapiz sobre el margen izquierdo.

Cada tabla se numerara consecutivamente con numeros arabigos. Solo se debera incluir en las tablas informacion
significativa, debiéndose evitar todo dato accesorio y/o que pueda ser mejor informado en el mismo texto del trabajo.

Cada tabla se tipeara en hoja separada.

Los titulos de las filas y las columnas deben ser lo suficientemente explicitos y consistentes, pero al mismo
tiempo se recomienda concision en su preparacion.

4) Iustraciones

Las ilustraciones (graficos y fotografias) deberan ser de suficiente calidad tal que permitan una adecuada
reproduccion debiéndose tener en cuenta que la reproduccion directa de los mismos conlleva una relacion entre 1:2 y
1:3. Todas las ilustraciones se numeraran consecutivamente y en el reverso de las mismas se indicaran con lapiz blando
el nombre de los autores, el nimero de la misma y cuando corresponda la orientacion para su pertinente impresion.

Los titulos de las ilustraciones se tipearan en hoja aparte, debiéndose denotar el posicionado de las mismas en
el texto por medio de una indicacion con lapiz en el margen izquierdo.

Las dimensiones de las ilustraciones no deberan exceder las de las hojas del manuscrito y no se deberan doblar.

Los graficos se dibujaran con tinta china sobre papel vegetal de buena calidad y por los mismos medios se
incluiran los simbolos, letras y ntimeros correspondientes. No se debera tipear simbolo, letra o niimero alguno en los
graficos y fotografias.

Enviar un original y dos copias de cada ilustracion. Las fotografias solo se podran enviar en blanco y negro,
ya que que no es posible imprimir fotografias en otros colores.

Cada ilustracion se presentara en hoja separada.

5) Referencias

Los ANALES adoptan el sistema de referencias por orden, el cual consiste en citar los trabajos en el orden
que aparecen por medio de numero cardinal correspondiente. Los libros se indicaran en la lista de referencias citando el/
los autor/es, titulo, edicion. editorial, ciudad, afio y pagina inicial. Para indicar capitulo de libro se anadira a lo anterior
el titulo del mismo y el nombre del editor.

El listado de referencias se tipeara en hoja separada y a doble espacio. Se recomienda especialmente a los
autores emplear las abreviaturas estandar sugeridas por las propias fuentes.

Solo se admitiran citas de publicaciones validas y asequibles a los lectores por los medios normales debiéndose
evitar recurrir a informes personales, tesis, monografias, trabjos en prensa, etc., de circulacion restringida.

Lo que sigue son algunos ejemplos de citas bibliograficas en la lista de referencia:

Publicacion periodica: A. M. Sierra 'y F. S. Gonzalez, J. Chem. Phys. 63 (1977) 512.

Libro: R. A.. Day, How to write and publish a Scientific paper, Second Edition, ISI Press, Philadelphia, 1983, p 35.

Capitulo del libro: Z. Kaszbab, Family Tenebrionodae en W. Wittmer and Buttiper (Eds.) Famma of Saudi
Arabia, Ciba-Geigy, Basel, 1981, p3-15.

Conferencia o Simposio: A. Ernest, Energy conservation measures in Kuwait buildings. Proccedings of the
First Symposium on Thermal Insulation in the Gulf States, Kuwait Institute for Scientific Research, Kuwait, 1975, p 151.

Se recomienda revisar cuidadosamente las citas en el texto y la lista de referencias a los efectos de evitar
inconsistencias y/u omisiones.

Pruebas: todo articulo debera ser revisado en la forma de prueba de galera por el autor indicado en la carta
de presentacion del trabajo, la cual se devolvera debidamente corregida a las 72 horas de recibida a la redaccion de los
ANALES. No se admitra en forma alguna alteracion sustancial del texto y en caso imprescindible se procedera a la
inclusion al final del trabajo de lo que correspondiera bajo el titulo de “ Nota agregada en la prueba”.
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