L ACADEMIA D
CTAS, FISICAS Y N

DISCURSO INAUGURAL

DEL ANO ACADEMICO 1g7:- 72

LEIDO EN LA SESION .CELEBRADA EL DIA 17 DE NOVIEMBRE DE 1971

POR EL ACADEMICO NUMERARIO

EXCMO. SR. D. FLORENCIO BUSTINZA LACHIONDO

] MADRID
DowmiciLio DE 1A ACADEMIA:

VALVERDE, 2z —TELFFONO 221-25-29
1971 '



‘Depdsito Legal M. 27.410.-1971

ALLERES GRAFICOS VDA, DE C. BERMEJO. — J. GARCfA MORATO, 122, — TEL. 233-06-19, — MADRID



EN EL CINCUENTENARIO DEL DESCUBRIMIENTO DE
LA LISOZIMA

Potest ¢ casa vir magnus exive

El 6 de agosto de 1881 nacié en Lochfield Farm, cerca de Darvel, en Es-
cocia, una criatura, un nifio, Alexander Fleming, predestinado para una gran
empresa, pues la Providencia le tenia reservado hacer dos grandes descubri-
mientos: uno el de la Peniciling, bien conocido de todos, que marcé un hito
en la historia de la terapéutica, y el otro, tan importante como el anterior,
fue el descubrimiento de la Lisozima, realizado hace precisamente medio siglo,
otofic de 1921, el cual prepard la mente de Fleming para la realizacion en 1928
del descubrimiento de la penicilina, que elevd a su descubridor a la categoria
de Bienhechior de la Humanidad.

Como bien dijo nuestro inolvidable don Gregorio Marafion: Sin un cono-
cimientc aproximado del hombre es dificil darse cuenta del significado de
su obra. _

La clase de vida de Alexander Fleming durante su infancia hizo de él un
muchacho vigoroso v sano, con mente fértil, vy alerta por la contemplacién
continua de los seres y fendémenos naturales. Aprendié mucho en el Libro
de oro de la maturaleza, y se fue haciendo poco .a poco naturalista; y sus
cualidades destacadas cuando mayor, -curiosidad insaciable, capacidad para
asombrarse, extraordinario espiritu de observacién capaz de percibir detalles
al parecer nimios y agudeza para interpretarlos correctamente, sin duda alguna
nacieron y se fueron desarrollando durante su infancia (1). :

- La caracteristica de Fleming fue la sencillez; la sencillez en todo:- en su
persona, en su manera de vivir y hasta en las técnicas de investigacion que
empled, muchas de ellas ingeniadas por é mismo. Asombra cémo con téc-
nicas y experimentos tan sencillos pudo llegar a resultados tan trascenden-
tales y- es que fue un investigador genial, que supo analizar, comprender y
vislumbrar el alcance de los fendmenos que puso la providencia ante sus ojos
y de aquellos otros que él provocé con finalidad experimental para analizarlos



y estudiarlos. Todo esta claro en sus trabajos, donde no hay méas que las fra-
ses necesarias para describir las técnicas seguidas y analizar los fenémenos
observados, deducir las consecuencias y formular las conclusiones, Ya lo dijo
Euripides: el lenguaje de lg verdad es sencillo. '
" En varias ocasiones Sir Alexander Fleming dijo que la mejor serie de ex-
“perimentos que él hizo fue la realizada en slide cells, que demostraron la toxi-
cidad relativa de diversas sustancias frente a leucocitos humanos y frente a
bacterias y que consideraba como his. most interesting work that on lyso.éyfme.
Estimo que tanto sus investigaciones sobré la accién de los antisépticos
sobre las bacterias v sobre los leucocitos, como su descubrimiento de la liso-
zima, prepararon su espiritu para el trascendental descubrimiento de la peni-
cilina y no hay duda de que las técnicas que él ide6 para estudiar la accion de
los antisépticos y para la investigacién de las propiedades de la lisozima fue--
ron precisamente las que luego empled para analizar experimentalmente y mi-
nuciosamente el fenémenc de antagonismo natural que se le presentd pro-
videncialmente, en-una placa de cultivo, en el otofio de 1928 y como conse-
cuencia de dicho anilisis surgid el descubrimiento de la penicilina, que tanta
resonancia internacional tuvo y que tanto ha contribuido y contribuird a aho-
rrar lagrimas y sufrimientos a la humanidad. » ,
Analizaré con algin detalle el trabajo del descubrimiento de la lisozima y
los trabajos posteriores sobre dicha enzima, que ocuparon buena parte de la
actividad investigadora del profesor Fleming desde 1922 a 1928, y ademis se
puede afirmar que nunca dejé de estar interesade en su lisozima e incluso
pocas semanas antes de su muerte manifestd el deseo de volver a ocuparse de
dicha enzima. ' '

DESCUBRIMIENTO DE LA LISOZIMA

Otofo de 1921, Fleming trabaja en una pequefia habitacién del St. Mary's
Hospital, en el piso segundc de Clarence Wing, que hace esquina a Praed
Street y Cambridge Place, hoy llamada Norfolk Place, en el mismo pequefio
laboratorio-donde siete afios mas tarde descubriria la penicilina (1).

Fleming padece un resfriado nasal e intenta aislar alguna bacteria de su
propio exudado nasal y, después de una serié de investigaciories meticulosas,
llega al descubrimiento de una enzima litica, la lisosima, dotada de extraordi-
naria actividad frente a una bacteria saprofita, que ha contaminado una de sus
placas de cultivo y a la cual bautizé con el nombre de Micrococcus lysodeikticus
por la facilidad con que muestra la lisis.’

En diclembre de 1921, o sea, hace cincuenta afios, Fleming dio cuenta de
su descubrimiento, por primera vez, en The Medical Research Club, y el
13 de febrero de 1922, su maestro, el profesor A. Wright, present6 el trabajo
de A. Fleming a la Royal Society, en cuyos Proceedings, B. vol. 93 péginas
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306-317 (1922) se publico con el titulo de: On a Remarkable Bacteriolytic
Element found in Tissues and Secretions.

A continuacién se reproduce fotograficamente la primera pagina de dicho
histérico trabajo, y en ella he subrayado las palabras Lysozyme y Micrococcus
lvsodetkticus. ‘

On a Remarkable Bactertolytic Element found in Tissucs and
‘ Secretions.

By Avexanper Fremivg, M.B, F.R.C.S.

(Communicated by Sir Almroth Wright, F.R.S. Received February 13, 1922.)
(From the Labora,fory of the Inoculation Department, St. Mary’s Hospital)
| [Prare 9.]

In this communication. I wish to draw attention to a substance present
in the tissues and secretions of the body, which: is capable of rapidly
. dissolving certain bacteria. As this substance has properties akin to those
of ferments I have called it a “Lysozyme,” and shall refer to it by this
" name throughout the communication, ‘ ‘
The lysozyme was first noticed during some investigations made on a
patient suffering from acute coryza. The nasal secretion of this patient was
“cultivated daily on blood agar plates, and for the first three days of the
" infection there was no growth, with the exception of an occasional staphy-
lococcus colony. The culture made from the nasal mucus on the fourth day
showed in 24 hours a large number of small colonies which, on examination,
proved to be large gram-positive cocci arranged irregularly but with a
tendency to diplococcal and tetrad formation. It is- necessary to give here a
very brief description of this microbe as with it most of the experiments
deseribed. below were done, and it was with it that the phenomena to be
described were best manifested. The microbe has not been exactly identified,
but for purposes of this communication it may be alluded to as the Micrococcus
lysodetkticus. ‘

El 21 de diciembre de 1945 visité por primera'\'ez a Sir Alexander en el
St. Mary’s Hospital v hablandome de su lisozima me dijo asi: '

«En el primer trabajo que publiqué sobre la Lisozima en 1922, hice
alusién a un enfermo que padecia de coriza agudo; pues bien, ese enfer-
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.mo fui yo mismo; De mi secrecién nasal sembré en medio de cultivo
solido —agar sangre— en dias sucesivos, y en la superficie de las placas
sembradas en los tres primeros dias nadd especial observé, pero en la
‘placa resultante de la siembra en el cuarto dia de mi mucus nasal tuve
una contaminacién por un microbio cuyas colonias son dé color ama-
rillo-limén, y al cual més adelante le designé con el nombre de Micro-
coccus Ivsodeikticus. Pero lo extraordinario -fue que las colonias de
ese microbio en las zonas dende yo habia extendido el mucus nasal des-
aparecian, es decir, deduje que algo habia en la secrecidén que se difun-
dia por el medio de cultivo sélido de la placa y que al parecer ejercia
una accidn litica sobre dicho microbio.»

La capacidad para asombrarse mide al investigador y Fleming se asombro,
porque su mente estaba preparada para ello por sus investigaciones anteriores
sobre la accién de los antisépticos sobre las bacterias y sobre los leucocitos,
ante el fenomeno litico del microbio banal contaminante y sintié curiosidad,
y puso todo su entusiasmo —sin el cual nada trascendente se logra— por
aclarar lo que alli pasaba y ése fue el primer mov1mlento de -su espmtu hacia
el descubrimiento. : :

Se puede afirmar que muchos hombres de valia han tenido delante de sus
ojos fendmenos raros sin darse cuenta de su importancia, porque como bien
dice J. Bénard: El reflejo del asombro no se produjo en ellos a tiempo.

~ Fleming preparé una suspensiéon de su mucus nasal en suero fisiolégico
estéril, la centrifugd y puso una gota del sobrenadante sobre placa de cultivo
bien sembrada con el Micrococcus lysodeikticus, incubé a 37° durante veinticua-~
tro horas, y observd que el microbio no crecia alrededor de la gota y hasta
cierta distancia. v _

~Adiciond una gota de mucus nasal a una suspensién opaca de M. Ivsodeik-
ticus contenida en un tubo y observé que a 3”" en pocos minutos quedaba com-
pletamente clarificada. )

Deposité una gota del mucus nasal sobre un cultivo de M. Jysodeikticus
Dbien desarrollado en medio sélido y vio que se aclaraba la zona donde habia
puesto el mucus nasal. _ »

De estos vy otros muchos experimentos dedujo que la subtancia activa no
solamente inhibia el crecimiento del M. lysodeikticus, sino que tenia también
actividad bactericida y bacteriolitica.

Al principto pensé si se trataria de un bacteriéfago, pero descartd esa po-
sibilidad cuando .observé que la sustancia contenida en el mucus nasal actuaba
lo mismo sobre células vivas que sobre células muertas del M. lvsodeikticus y
ademas la sustancia lisante se difundia a través del agar. .

Después de numerosos ensayos, entre ellos el estudio de su solubilidad en
agua y en disoluciones de CINa, su insolubilidad en disolventes organicos, la
influencia de la reaccién del medio en su actividad, la influencia de la tempera-
tura en la velocidad de su accién que se aceleraba hasta los 60° C, para luego



deécrecer, e inactivarse por ebullicion de la disolucién, por fin llego a la con-
clusion de que se trataba de una enzima y la lamé Lisozima. :

Estudi6é la distribucién de la lisozima en el cuerpo humano y descubrié
que ademdas del moco nasal, las ligrimas y los esputos eran ricos en dicha
enzima, especialmente las ligrimas, El contenido lisozimico de la saliva varia
segtin los individuos. También poseian actividad el suero y el plasma sangui-
neo, los leucocitos y la fibrina del codgulo sanguineo y a propésito de esto
dice:

It is conceivable that this 1s a protective mechanism for open
wounds, which rapidly become covered with a layer of fibrin and leu-
cocytes, both of which are rich m Lysozyme,

No hallé lisozima ni en el liquido céfalo-raquideo, ni en el sudor, ni-en la
orina normal, .

Entre los organos, los cartilagos son muy activos. También hallé gran
actividad lisozimica en la clara de huevo, aprecidndose la lisis atin a dilucio-
nes de 1-en 50 millones, siendo también activa la clara de huevo comercial
desecada. ,

Estudié la distribucion de la lisozima en tejidos y érganos de diferentes
animales,

En las plantas observo actividad lisozimica en el nabo.

Observd al microscopic una mezcla de lagrimas y de M, lysodezktzcus y
vio que los cocos rapidamente pierden su perfil, se hinchan y desaparecen
gradualmente y al mismo tiempo aparecen como los granulos.

Fleming se formuld la siguiente pregunta:. ;i Does lysosyme act on Bac-
teria other than M. lysodeikiicus? :

Observé actividad de sus extractos frente a muchas estirpes de bacterias
saprofitas aisladas del aire y sobre el B. abortus de Bang y sobre B. pseudo-
tuberculosis rodentium, scobre 16. estirpes de 22 ensayadas de Estreptococos
intestinales y sobre dos estirpes de cuatro ensayadas de Estaleococos pero
no revelaron actividad sobre el grupo coli-tifico.

Al referirse a la accidn de la lisozima contenida en los esputos o ladgrimas
sobre bacteriag aisladas del cuerpo humano, va dice que la tabla que presenta
es incompleta y que: ’ '

it may well ‘be that by oltering the conditions of the experiment
somewhat, a much higher percentage of the bacteria will be dissolved.

También quiero reproducir por su'interés las siguientes lineas:
«Is was noticed that with dxffelent microbes, different fluids in their

lysozyme-content did not always bear the same. ratio to one another.
Thus, while tears were apparently the most powerfully lytic to M. ly-
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sodelktlcus they had -a less powerful lytic effect on some other coccn
than had sputum or synovial fluid.. This may be the exphnatmn of
the immunity of certain tissues to centain 1nfect10ns, or conversely
the well-known predilection of certain infections for certain tissues.»
- «The view has been generally held that the function of tears, saliva.
and sputum, so far as infections are concerned, was to rid the body
of microbes by mechanically washing then away. Metchnikoff in his
treatise on Immunity and [nfectious Disease’’, expresses himse'f very’
clearly and precisely on this point. - From the .expériments detailed
above, however, it is quite cledr that, these secreticns, together with
most of the tissues of the body, have the property of destroying micro-
bes to a very high degree.»

LI trabajo én el que dio cuenta Fleming del -descubrimiento de la Liso-
zima, y que he analizado a grandes rasgos, es ordenado, claro, preciso, de-
tallado y donde cada frase es una observcién. Multa pawucis— mucho en pocas
palabras. Fs una pieza didictica magistral, que me atrevo a calificar por
sit sencillez y por lo que ensefia como trabajo modelo. He reprcducido gram
ntimero de los experimentos que en él describe Fleming y los puede repro-
ducir cualquier buen estudiante de Bacteriologia, pues el material que con-
tiene la lisozima: lagrimas, exudado nasal, saliva, esputos, cartilago, clara
de huevo, etc., asi como el germen de prueba Micrococcus lysodeikticus es—
tan al alcance de cualquiera (¥).

Y anticipo al que nunca ha ensayado la accidn de hs lagrimas o de la
clara de huevo sobre el M. lysodeikticus, que quedala profundamente impre-
sionado ante la rapidez de su lisis y al recomendar hagan dicho ensayo, me
viene el recuerdo de mi primera visita a Sir Alexander el 21 de diciembre
de 1945, en €l St. Mary’s Hospital en Londres, cuando me dijo:

«La accién de la. lisozima es mucho mas espectacular que la de la
penicilina, y lo verd usted en seguida. Aquil tenemos una placa en la
cual puede apreciar colonias de color amarillo-limén; son las de
Micrococcus lysodetkticus.» ‘ '

Tomé con asa de platino flameada y enfriada cierta cantidad de -dicho
microbio y la suspendié en disolucién de cloruro sédico estéril; la suspen-
sién asi preparada estaba turbia y la repartié por partes iguales en dos peque-

(*) En mis ensayos sobre actividad lisozimica ademas del M. lysodeikticus de Fleming,
he empleado también el llamado Coccus P. aislado por Beumer del aire, y que me facilitd
el Dr. L. Colobert, distinguido bacteridlogo. francés que ha realizado interesantes investi-
gaciones sobre la lisozima vy quien refiriéndose al Coccus P dice asi:

«Elle est trés voisine de Micrococcus lysodeikticus et posséde, come cette derniére,
les caractéres génériques de Sarcina flava dont elle semble constituer una variété» (2).

También pueden emplearse como germen de prueba estirpes lisozim-sensibles ‘de” Sarcina
lutea. '
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nos tubos que los introdujo en un baflo maria regulado a 45° C. Entonces
me dijo:

Necesito material que contenga lisosuma: lagrimas.

Yo le vi hacer una mauiobra como para tomar de sus.propios ojos e in-
-mediatamente le dije: Here I om («Aqui estoy yo. Tome de mi»). Flamed
una pipeta fina, fundié su borde y cuando ya estaba frid, se acercé hacia mi. -
Yo estaba en ese momento sentado; quizd me vio algo nervioso y me dijo:
A will not hurt you («No le voy a lastimar»). Tomd un poco de mis lagri-
mas e ihtrodujo una gotita en uno de los tubitos que contenia la suspensién
del M. Iysodeikticus. Dejé pasar unos treinta segundos y entonces sacd
.ambos tubos del bafio maria y me los mostré y pude apreciar con asombro
que el contenido del tubo que habia recibido la gotita de lagrimas’ estaba
perfectamente claro, lo qué indicaba que la lisozima de mis lagrimas habia
disuclto a las células del M. Zwodmkiuus El tubo testigo estaba turbio como
al principio del ensayo.

¢ Qué le ha parecido la rapidez de la accion de la lisozima ? me preguntd .
el Maestro. En efecto ~le contesté—, ha sido algo tan espectacular que
rnunca olvidaré,

En la epoca del descubrimiento de la lisozima trabajaba en el pequefio
laboratorio de Fleming, Mr. V. D. Allison, que disfrutaba por entonces del
Research Scholarship del Institute of Pathology and Research del St. Mary's
Hospital (*). Mr. Allison se contagid ddl entusiasmo de Fleming y muy
pronto cooperd con €l en las investigaciones sobre hsonma y juntos publi-
«caron en 1922, 1924 v 1927 los siguientes trabajos:

1. Observations on a bactea'iolytic substance («Lysozymen) found in tissues
and secretions. «Brit. J. Esp. Path.», 8, 252 (1922), ‘

2. Further Observations on a Bacteriolytic Element found in. Tzssues and
Secretions. «Proc. Royal. Soc. By, 94, 142 (1922).

3. On the antibacterial power of egg-white. «Lancety», I, 1303 (1924).
. 4 On the development of strains of bacteria resistant to lysosyme action
and the relation of lysozyme action to intracelullay digestion. «Brit. J. Exper.
“Path.», 8 214 (1927). '

Voy a referirme brevemente a dichos trabajos.
En el primero sé sefiala la gran estabilidad de la lisozima y su insolubi-

(*) Hacia finales de 1922, Mr.. Allison recibié a Beit Memorial Research Fellowship por
tres aflos para proseguir las investigaciones sohre lisozima y ademis de los cuatro trabajos
sobre dicha enzima en colaboracién con Fleming publicé otros dos mis y su tesis doctoral
dirigida por-el profesor Fleming llevd por titulo Lysogyme, A Bacteriolytic Element present

én. Tissues and Secretions:
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lidad en la acetona, disolvente que precipita sin inactivar a la enzima de los
materiales que la contienen y emplearon acetona para deshidratar los dife-
rentes tejidos y drganos que después de secos se conservan con su actividad
lisozimica inalterada durante mucho tiempo. o

"Dan cuenta de que los huevos de Pike —lucio— tienen lisozima, de que las
meninges poseen elevada actividad, pero en cambio el tejido cerebral —brain
tissue— tiene actividad muy débil y que no hay lisozima en las heces normales.

Observaron que después de la disolucién de gran ntimero de células de
Micrococcus lysodeikticus hay aumento del contenido litico del fluido y ello
depende del nimero de células del microbio disueltas, lo que les hace decir:

It appears, therefore, that the Ilysozyme acts on the bacteria in
such @ way that there is liberated from them a Iytic substance to “the
same strain of bacterium,

Este aumento del poder litico después de la disolucién de gran nimero
de células microbianas les recuerda algo el fenémeno de la lisis por el bacte-
reriéfago, pero establecen diferencia entre lisozima 'y bacteriéfago, ya que
‘la atcién de este tltimo es relativamente lenta y solo se ejerce sobre bacte-
rias jévenes y activas, en tanto que la accién de la lisozima es muy rapida,
muy espectacular y la lisis tiene lugar tanto frente a células vivas como muer-
tas del M. lysodeikticus. Ademas, con la lisozima les fue imposible la trams-
mision en serie de la lisis, como se logra con el bacteridfago y en los culti-
vos de M. lysodeikticus en medio sélido, con la lisozima no se aprecia nunca
las pequefias dreas redondas de lisis tan caracteristicas de la accién del bacte-
riofago (¥). ' o

En este trabajo mencionan a R. Turrd, que sefial la presencia dé sustan-
cias bacterioliticas en los tejidos animales, pero apoyandose en que  segln
"Turré la sustancia litica en los leucocitos no es estable v que en cambio si lo
es la lisozima, piensan que no es lisozima la sustancia litica de Turrd (%),

(*) . Es interesante consignar que hace pocos afios, en 1958, se ha demostrado que. cier-
tos  fagos —ignoro si todos— utilizan una lisozima para perforar por disolucién la pared de
la célula bacteriana y Iuegc inyectar el material genético fégiéo en el interior: del citoplasma
bacteriano (8). ‘También se estima que se elabora lisozima en ‘el interior. de la bacteria —pa-
rasitada por €l fago— al mismo tiempo que se forman los nuevos fagos y esta lisozima'sin-
tetizada de novo interviene en la disolucién, estallido, de la pared de la célula bacteriana en
el momento de liberarse los viriones e incluso se ha conseguido la-sintesis in vitro de la lisozima
del bacteriofago (4). : : .

(**) Pero por la referencia que dan de Turré (C. R. Soc. Biol. Vol. 84, 1921), deduzco
que so consultaron los trabajos del ilustre investigador y pensador catalin Ramén Turrd,
publicados en. los comienzos del siglo, y en donde ya se octipa nuestro compatriota de la
actividad bacteriolitica de diversos extractos de Jrgamos y también de la clara de huewvo.,
Se puede estimar que al menos parte de la actividad de los extractos de érganos preparados.
por Turrd fuera debida a su contenido en lisozima.
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En las conclusiones dicen asi:

«This Iytic substance is especially active towards some non-patho-
genic bacteria (and in all probability it is the cause for such bacteria
being non-pathogenic), but it is active also on certain pathogenic spe-
cies. So far as the indicator microbe (M. lysodeikticus) is concerned
lysozyme is present in greatest amount in such secretions as tears; na-

- sal mucus and sputum; in the tissues especially in the cartilague;
while it is present in very large amount in egg-white.»

Y agregan:

«It may be noted that it is in just such situations that protection from
bacterial contamination is required. The conjunctiva is constantly co-
ming in contact with air-borne bacteria, as also is the nasal mucous
membrane and the lining of the air —passages, and it is in the secre-
tions covering these membranes that the lytic substance is present in
greatest abundance. Cartilague also is lacking in the protection which
normally comes from an abundant blood supply, ‘while has little protec-
tion, from contamination other than its inherent anti-bacterial power.»

En el trabajo 2 dan cuenta de haber obtenido con facilidad estirpes de
M. lysodeikticus resistentes a la lisozima y de que dicha resistencia no es es-
pecifica porque el M. lysodeikticus resistente al mucus nasal es resistente a
cualquiera de los materiales que contienen lisozima, sea higado, ligrimas,
clara de huevo, nabo, etc., de donde deducen:

«This would seem to show,therefore, that the lysozyme (affecting
the M. lysodeikiicus) contained in such widely different substances as
liver, tears, egg-white and turnip is essencially the same.»

En este trabajo emplearon para estudiar la resistencia cruzada la técnica
del streak method, que afios después la utilizaria Fleming en sus investiga-
ciones con su Pewnicillium.

El trabajo nfunero 3 estd dedicado al estudio del poder antibacteriano de
1a clara de huevo. ’

Mencionan a Laschtschenko (1909) v a Rettger y Sperry (1912), quienes
habian sefialado que la clara de huevo tiene propiedades antibacterianas, pero
sin demostrar claramente su extraordinaria actividad y sin que establecieran
conexion entre dicha actividad v la accidn similar de los tejidos y secreciones
de aves.y otros animales. ’

Ensayaron la actividad bacteriolitica de las claras de huevo de varias aves:
gallina, trush (zorzal), wagtai (lavandera) y moor-hen (polla de agua) y.ob-

servaron que todas tenian actividad, pero que la mis activa era la clara de
huevo de gallina.
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La clara de huevo de pata posee actividad litica del mismo orden que la de
la gallina. . ,

En estas determinaciones emplearon la técnica de los pocillos en medio
solido que luego utilizé A, Fleming en sus 1nvest1gac1ones sobre la peni-
cilina. : )

Sefialaron que la lisozima podia ser prec1p1t1da por el etanol y del preci-
pitado, separado v desecado, se podia extraer la sustancia activa con diso-
lucidn salina fisiologica. ‘ '

Lz actividad de la clara de huevo de gallina fue 1nvestloada frente a bac-
terias aisladas del cuerpo humano y hallaron que a la dilucién de 1 en 10 pro-
ducia bacteriolisis casi completa del meningococo y parcial del B. diphtheriae,
v a la dilucién de 1 en 100 bacteriolisis parcial del B. anthracis y del B. pyo-
‘cyaneus, B. paratvphosus Ay B, v B. dysenteriae (Flexner) y que dicha clara
tenia marcado efecto bactericida sobre Staphylococcus, Streptococcus faeca-
lis y B. coli y menor actividad, pero patente, frente a B. éyphosus, vibridn
colérico, etc. o

La smceptlblhdad de los orgamsmos fecales y especialmente de los Estrep-
tococos a la accidon bacteriolitica de la clara de huevo de gallina les condujo
a investigar si tomada por via oral ejerce algfin efecto sobre los estreptoco-
cos del intestino, pero antes averiguaron que ni la .digestién pépsica ni la
triptica tenian efecto nocivo frente a la.lisozima contenida en dicha clara.

Luego escogieron a un individuo cuyas heces habian sido examinadas mu-
chas veces y siempre acusaba preponderancia de Streptococei en los cultivos
Se le administrd dos claras de huevo dos horas antes del desaytino y por.la
noche otras dos claras cuatro horis después de la Gltima comida, Ensayaron
la actividad litica de las heces, previamente deshidratadas con acetona y ob-
servaron la presencia de sustancia litica a partir del tercer dia y hasta el final
del” tratamiento. Antes de la ingestion de la clara de huevo esas heces no re-
velaban ninguna actividad litica: ‘

A continuacién reproduzco las siguientes lineas:

«Clinically we have regommended the ingestion of egg-white to'a
considerable number of patients who had a large number of strepto-
cocci in the faeces and who suffered from feelings of lassitude, heada-
che, etc., which so often accompany a streptococcal intestinal flora.
In most cases they have reported a very definite temporary improvement
in their symptoms. This may, of course, have been merely a psycholo-
gical effect, or it may have been a temporary action on the strepto-
cocciy

Observaron también utilizando la técnica del slide cell, cori h que tan fami-
haruado estaba A. Fleming, que la clara de huevo, en marcado contraste con
los antisépticos quimicos, no ejercia efecto destructivo sobre los leucocitos
y que mezclada con la sangre a una concentracion final de 1 por 100 inhibia

14



completamente al Strep. faecalis y permitia solamente un .escaso desarrollo
de organismos tales como Staphylococci y B. diphtheriae.

FEste hecho de que la clara de huevo mezclada con sangre tenia propie-
dades antibacterianas bien patentes les condujo a investigar el resultado de
la inyeccién intravenosa de dicha clara y observaron que confiere al suero
sanguineo del animal tratado marcado poder antibacteriano.

Veamos lo. que concluyen:

«No ill-effects followed the ‘iniection into the rabhit of sufficient
egg-white (suitable dllutcd) to make in the blood a:concentration of
almost I per cent., and it is possible that in cases of a generalised in-
fection with a microbe susceptible to the bacteriolytic action of egg-
whithe-e. g., Streptococcus faecalis-the intravenous injection of a solu-
tion of egg-white might be beneficial.»

El trabajo nam. 4 trata del desarrollo de estirpes de bacterias resistentes
a la lisozima y de la relacion entre la accién de la 117os1md con la digestion
intracelular.

La resistencia a la lisozima nc es especifica y las bacterias resistentes a.
un tejido lo son también en mayor o menor grado a la accién de los otros.

Micrococeus Ivsodeikticus v Stref. faecalis hechos resistentes a determina-
dos tejidos lc son también a la accidén de Ia lisozima de la clara de huevo, y
por resiembras repetidas en concentracién cada vez mayor de ésta, se logran
cepas considerablemente resistentes a la accién bacteriolitica de la lisozima
y al mismo tiempo adquieren resistencia al poder bactelmlda de la sangre y
a la digestion intracelular por los leucocitos.

‘Pensaron que el aumento de resistencia quizis fuera acompafiado de au-
mento de virulencia, perc es el caso que los gérmenes M. lvsodeikticus y
Strep. faecalis con los que realizaron la investigacién no eran virulentos y
por eso no pudieron observar aumento de virulencia.

IZs interesante reproducir de dicho trabajo. las lineas que siguen:

«Having shown that the strains of streptococci which had bezn made
resistant to egg-white are less susceptible to the bactericidal power of
the blood, it 'was interesting to see whether they were also less suscep-
tible to intracellular digestion than were the normal cocci. Bacterial
suspensions of agar cultures of the normal and resistant strains were
made. These 'were mixed with equal volumes of normal human defi-
brinated blood and incubated for 3 hours at 37° C, in capillary tubes,.
after which films were made and stained and the state of the bacteria
inside the leucocytes was observed.y

«There was found to be much more intracellular digestion of the
normal strain than there was of the resistant strain...» '

«This phagocytic experiment was made in 1924, and the cultures were

" put aside and not oponed for two years, when subcultures were made
and a similar phagocytic experiment was performed with the same result,
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showing that the streptococci which had been made resistant to the
lysozyme of egg-white, had maintined their resistance to intra-cellular
digestion by human leucocytes for two years.»

«From these results in would appear that there may be some conne-
ction between the bacteriolytic power of egg-white and the power of
leucocytes to digest microbes which have been phagocyted; in other
words, the intracellular digestion of bacteria by leucocytes may be due-
to a ferment similar to that which we have described as occuring in
many animal secretions adn tissues, and which we have called lysozyme.»

- Kl trabajo anterior fue entregado para su publicacién el 5 de abril de 1927
y poco mas de un afio después, el 8 de junio de 1928, Mr. Frederik Ridley,
Research Student en el Sr. Mary’s. Hospital, que realizaba investigaciones
sobre la lisozima bajo la ayuda y consejo de Fleming, presenté en la Seccién
de Oftalmologia de la Royal Soc. of Medicine un trabajo titulado Lysozyme:
An Antibacterial Body present in Great Concentration in Tears and its Rela-
tion to Infection of the Human Eve (5). '

Del trabajo de Ridley reproduzcb las lineas que siguen:

«It follows from these experiments that an eye whose tears contain
a normal conceniration of lysozyme is immune to infection by the
staphylococci, streptococci,. pnemococci, or cholera tested. It will be
recalled that among other pathogenic bacteria the gonococcus, menin-
gococcus and B. aemthracis are readilly killed by a concentration of Ly-
sozyme equal to that of tears. Thus, normal tears present a barrier to
infection by any of these organisms. The tubercle bacillus which is
not dissolved is nevertheless killed by a concentration equal to twice
tears, as was shown by Wolff.»

Refiriéndose a un enfermo estudiado y tratado por &1, Ridley dice:

«This case indicates, firstly, that a cronic infection may invade a pre-
viously immune tissue area if the lysozyme titre in that area falls bellow
50 por cent., secondly, that the lachrymal gland is able to maintain the
titre of its secretion to only limited extent in epiphora, and thirdly, that
recovery, from an infection is accompanied by a return to the normal
title of lysozyme.»

Y las dltimas lineas del trabajo de Ridley son:

. «Nature does provide, éspecially in the tears, a very efficcient anti-
bacterial substance, lysozyme, to which must be attributed an impor-
tant réle ‘in the prevention of, and recovery from, bacterial infection.»

Al fina] de la comunicacion de Ridley, el Prof. Fleming intervino, pero
solamente reproduciré su profecia final:
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«Wolff in Holland (¥), isolated this ferment from.egg-white, and
obtained in many times stronger than the natural ocurring secretion.
 Therefore it was possible that in the future this ferment 'would be at
dispossal of the profession in a highly comcentrated form, in which zz‘
could be used for the treatment of mfeczfzons »

En «The Lancet» 2 de febrero de 1929, pag. 217, se publicé la conferencia
- que pronuncié el profesor Fleming en The Royal College of Surgeons of
England : Arris and Gale Lecture on Lysozyme. A Bacteriolytic’ Ferment
found novmally in tissues and secretions.
Se trata de una exposicién magistral y entre las muchas observaciones inte-
resantes de que da cuenta describe una técnica muy sencilla para observar la
rapidez de accién de los materiales con lisozima y que consiste en: Colocar
separadamente sobre la superficie de un cultivo de M. lysodeikticus bien des-
‘arrollado sobre medio sélido tres gotas: una de lagrimas, otra de clard de
- huevo y la tercera de disolucién fisiolégica. salina; ahora se bascula un poco
“la placa para que las gotas se deslicen por la superficie en lineas separadas; un
minuto después la zona cpaca del M. lysodeikticus se habrd transparentado .
debajo de las estrias-de las lAgrimas y de la clard de huevo y-estard inalterada
~por donde se ha deslizado la disolucién salina.

También describe una experiencia con sangre y otra con pus para demos-

~trar que existe lisozima en.los leucocitos (¥¥), ‘en elevada concentraciéon y.
sefiala que segun Ridley tal concentracidén es.del mismo orden que la con-
centracion en las lagrimas.

Refiriéndose a los te;xdos del pike —lucio— mdxm que 50“1 ricos en liso-
zima y que su cartilago posee casi la misma actividad que el cartilago humano.

En cuanto a las lagrimas del conejo, caballo, oveja y pavo sefiala que su
actividad lisozimica es unas 30 veces menor -que la de las légrimas humanas
frente al M. Ilysodeikticus. -

- Describe la técnica de abrir un canal en_ el agar nutritivo; rellenarlo con

.agar que contenga el material con. lisozima y sembrar luego en angulo recto
los gérmenes para investigar su sensibilidad a la lisozima, que es precisamente
una de las técnicas que empleo afios despues en sus 1nvest1gac10nes sobre la
penicilina.

Al ocuparse de la relacién de la lisozima con la mmumdad natural insiste

(*) Se refiere Tlermng « L. K. Wolff, del Instituto Fa1macoterapeutlco de la Universi-
dad de Amsterdam, quien en 1927 publicé dos trabajos sobre la lisozima en Zeltsc/mft fitr
Jmmumnitits-forschung und experimentelle Therapie, 50, p. 88 y 54, p. 188, en los que dio
cuenia de su técnica a base de hidréxide de hierro coloidal para concentrar vy purificar la
lisozima de la'clara de huevo, y con el producto obtenido demostré que a determinada con-
centracién la lisozima es activa frente a B. anthracis, Estafilococo, Strep. hemolitico, Me-

- mngecoco, Gonococo y B. de Koch. - : - -

(**) Hoy se estima que la lisozima estd localizada en los lisosomas de los leucocitos poli-

“morfonucleares neutrdfilos (A. C:. Allison, The Lysosome. Discovery, July, 1965).
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en lo ‘que-viene defendiendo desde su primer trabajo, es decir, que la lisozima
- es un importante factor de tnmunidad natural,
Reproduzco sus lineas:

It seems havdly Likely that the human body should have been endowed
with such a powerful antibacterial power unless it were of use. The
wwide distribution of lysozyme in the cells of the tissues and organs rather
suggests thot this antibacterial agency is one of the primal protections

of the cell against bacterial invasion, while its great concentration
in certain tisswes and secretions indicates that its elaboration or
secretion has become especially enhanced in certain regions which are
particularly exposed to imfection or which are laking other means of
protection.

E1 20 de mayo de 1931 dio A. Fleming una conferencia en The Royal Den-
tal Hospital sobre Some Problems in the Use of Antiseptics, que se publicd
en The British Dental Journal, vol. 52, pdg. 105 (1931) y en ella, entre otros
_-temas de gran interés, trat6 del Efecto de los antisépticos quimicos sobre el
- mecanismo novrmal de proteccidn, y resalté la accidn destructiva de variocs an-
tisépticos, tales como eusol, cloramina T, vodo, etc., sobre la lizosima.

Este trabajo tiene ademas especial interés porque desde la publicacién en
1929 de su descubrimiento de la penicilina, es la primera vez que habla Fleming’
de la lisozima y de la penicilina en un mismo trabajo y ademds porque refi-
riéndose a la peniciling hace esta profecia:

«lt is quite likely that it, or a chemical of a similar nature, will be
wsed in the treatment of septic wounds.»

TEn 1932 el profesor Fleming escogid la lisozima como tema del Discurso
Presidencial en la Royal Society of Medicine. (Proc. Roy. Soc. of Medicine
December, 1932, v. XXV I. Section of Pathology, p. 1-1}.)

Para reflejarles la impresién que le produjo a Fleming el fenémeno litico,
punto de arranque de sus investigaciones sobre la lisozima, voy a transcribir
de dicho: discurso las siguientes lineas:

«Bucteriolysis of this sensitive test-coccus (se 1‘eﬁere a su M, Lyqo«
deikticus) by lysozyme is.certainly the most dramatic met/’zod of bacte-

riolysis T have ever seen...»
«Such rapid and complete lysis was quite strange z‘o me until I wor-

-ked with lysozyme.»

Al seftalar que la digestién intracelular de bacterias por leucocitos puede
ser accién lisozimica, dice asi:

«That intracelullar digestion is associated with lysozyme is supported
by certain facts. 1-As above stated, streptococci —se refiere a faecal
streptococci —-artificially made resistant to Iysozynte are less suscepti-
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ble to intracellular digestion. 2-Bacteria which are susceptible to lyso-
zyme are susceptible also to intracellular digestion.»

«I do.not want to lay down that all intracellular digestion is lyso-
zyme.action... However, it seems almost impossible to deny that Iyso-
zyme plays some part in the process.» '

Da cuenta de la presencia de lisozima en bacterias de esta forma:

«A bacterium was found (—a contaminating air coccus—) which had
considerable lytic power on the coccus. The lytic substance diffused
through the agar from the colony so that, for some distance around,
M. [ysodmktzclm was completely inhibited or, if it had already grown,
it underwent solution, This, lytic element was present in the extracts
of the coccus, and had all the properties of lysozyme. ‘A three- day eX~
tract of the lytic coccus 'was powerful enough, in a dilution of I in 250,
to clear completely an opaque suspension of M lysodelktzcus in elohteen
hours at 45° C.»

Y saca esta .conclusion:

«lt is probable that lysosyme is present in many bacteria, but not
extensive mvestigations of this point have yet been made.»

. Da cuenta de la presencia de lisozima en la leche de vaca, aungie no en
proporcidn -elevada y refiere que ya J. y M. Bordet habian demostrado la
presencia de dicha enzima en la leche humana,

Al ocuparse de la accién bacteriolitica de los extractos de tejidos de esté-
1mago, intestino, pancreas, piel, etc., hace nueva alusién a Turrd, pero refi-
riéndose solamente a los trabajos de este investigador publicados en 1921, y
dice ast:

«This bacteriolitic action of tissue extract was investigated by Turrd
(1921). He did not give sufficient details to enable one to say whether
or not the lvtic substance he was working with was the same as lyso-
zyme. He did state, however, that bacteriolytic power of the tissues
was rapidly lost, either in the fluid extract or in dry power. This is in
marked contrast with lysozyme, which is very stable, and which as I
have already shown you, persists aparently without loss for ten

“yearsy (*). :

Dio cuenta de que habia estudiado el efecto de materiales que contenian
lisozima por el método del slide-cell utilizando sangre como medio de cultivo
'y agrega:

(*) Se refiere Fleming a que huevos de Pike deshidratados con acetona y desecados
en 1922 seguian mostrando actividad lsozimica en 1932,
Aftos después vio gue ese mismo fote de huevos revelaba actividad en 1952.
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- «Although blood itself contains lysozyme, it is: the same blood in
the control cells and. ifr:those to which additional lysozyme is added, so
that the effect of the added lysozyme can be estimated:»

Y a continuacién presenta los resultados de la accion de la clara de huevo
a diferentes diluciones sobre Pureumococo, Streptococcus faecalis, Staphylo-
coceus y: B. diphtheriae

También dio cuenta de investigaciones en slide-cells con suero o liquido
hidrocélico, infectado con eéstafilococos con o sin lagrimas o clara de huevo,
y comenta asi:

«It-is to be noted that in staphylococcal tests, tears are more power-
ful than egg-white, whereds M. lysodeikticus is much more sensitive to
egg-white than to tears.» ‘

«These experiments show that lysozyme-containing matevial such as
tears or egg-white, have an antibacterial effect on some well-known pa-
thogenic bacteria.n

Refiriéndose a la lisozima de la piel dice asi:

«There is no question that the skin contains lysozyme and this is not
confined to the deeper layers of the skin.»

Si a una suspensiéon de M. lysodeikticus se le adicionan algunas raspadu-
ras de la superficie de la piel, o de un callo, o trocito de ufia, se observa des-
pués de una hora de incubacidén que la. suspensién opaca se ha aclarado com~
pletamente.

Es una experiencia que Fleming acostumbraba a practicar con sus alumnos
y la comenta asi:

«When they find that after about one hour the hacteria have com-
pletely disappeared they are very much impressed, especially as they have
recently come from the hands of the physiologist who has taught them
that the finger-nails consist of inert tissue.»

Y agrega: pero es evidente que las capas superficiales de la piel deben
tener algin mecanismo para destruir bacterias, ya. que continuamente esta-
mos ensuciando las manos y dedos con muchas bacterias y en ocasiones
ponemos un dedo en la boca y continda:

«But how often can one obtain a mouth organism ifrom scrapings
from the finger?»

Fleming observé que extractos de piel tienen efecto litico considérab'e
sobre algunas bacterias patégenas.

Y para terminar con este brevisimo anélisis del memorable discurso .del
profesor Fleming, reproduciré las siguienteg lineas que claramente nos reve-
lan que parecia estar convencido de la existencia de diferentes lisozimas:
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«lt has been showom, however, that the lysosyme of different tissues
and secretions has quite varied gniibacterial poweys, toward diferent
microbes, and it seems that there are some differences in the antibac-
terial ferments (which we may called lysozymes) of different tzssues
whereby the bacterial affinites may be very different.»

En 1936 se ceIebr(')' eri Londres el Segundo Cohgresolnternacional de

Microbiologia y el discurso de apertura de la Seccién I (Biologiz General
de Microorganismos), estuvo a cargo del profesor Fleming, y versé sobre
Selective Bacteriostasis, y en €l llamé la atencion de 105 concresmtas sobre
la lisozima y también gobre la penicilina. :
" Quiero sefialdr que én ese mismo afio de 1936, época en que atn no estaba
consagrada la penicilina, pues los primeros trabajos de-Florey, Chain vy demés
colaboradores, que dieron realidad terapéutica a la penicilina no se publi-
caron hasta 1940 y 1941, y por lo tanto Fleming no tenia la fama interna-
cional que alcanzé despue% y solamenfe era conocido por los especia’istas
en Bacteriologia ¢ Inmunolo ia, el profesor Melnik, director del Instituto
‘Metchmkoff en Kharkov- Ukmma publicé un trabajo sobre la lisozima (6),
que lo he podldo consultar por estar en inglés, en el cual destaca la impor-
tancia del descubrimiento de 1a lisozima v hace un. cumplido elogio de A. Fle-
ming y termina asi:

«Does lysozyme play any role in natural immunity? Fleming an-
swers this question positively. We presume that Fleming is right.
Being the sole factor of natural resistance of the body against infec-
tion there is no doubt that lysozyme plays a definite role in the pro-
tection of the body. This is probed among other, by the therapeutical
efficiency of lysozyme in various diseases when there is manifested not
only the direct bactericidal action of lysozyme but also the undoutful
increase in resistance of the tissues to infection thanks to lysozyme.»

" «Medical Science is indebted to Flemmg for his discovery of extre-

me importance which in the future will give us valuable and mfereyfmg
results.»

Flernmg siempre 51gu10 interesado- en su lisozima y atin en la época de su
vida a partir del 1945, que le concedieron el Premio Nobel y tantos y tantos
honores y d15t1nc1ones por parte de Universidades y Academias, casi siempre
en sus programas de varias conferencias incluia una sobre lisozima y siempre
con el mismo entusiasmo.

Con ocasién del banquete que el 25 de junio de 1943 le ofrecieron los Pe-
mmllm Producers en el Waldorf Astoria (Nueva York), pronuncié un “breve
discurso y. dijo asi:

«We shall here more of lvsozyme some day but it served its purpose
“sofar as I was concerned in that when I was working with it-I developed
‘technique which <was later used with penicillin and the sulphonamiides,
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such as the measurement of the areq of bacterial inhibition from a
diteh or hole in the agar plate.

Fl 24 de julio de 1954, en su laboratorio en St.-Mary’s Hospital, me dijo:

«Creo que la lisozima llegam a tener alghun dia importancie tera-
péutica.»

Busco en su mesa un frasquito v me dijo:

«Aqui hay huevos de lucio, que los cogi en 1922, estin deshidratados
con acetona, Estin ahi desde entonces. Ensdvelos v vea si ain tienen
actzvzdad lisostmica.»

En diciembre de ese afio 1954, los ensayé y tenian actividad lisozimica,
aun después de transcuridos treinta y dos afios (1).

Hasta aqui hé analizado el descubrimiento de la lisozima v les he dado
cuenta de] entusiasmo que puso el profesor Alexander Fleming en sus inves-
tigaciones sobre dicha enzima bacteriolitica capaz de lisar células vivas de
determinadas. bacterias. También les he indicado que el descubrimiento de
la lisozima prepar6 su mente para el descubrimiento, siete afios mas tarde,
en 1928, de la penicilina, producto metabdlico de un moho del género Penici-
Hiwm, que contaminéd una de sus placas donde habia colonias de estafilococos.

Y conviene recordar —aunque ya les he manifestado antes—, que las téc-
nicas que empled. Fleming en sus investigacienes.sobre la penicilina. son las
que habia ingeniado y empleado en sus trabajos sobre la lisozima.

L

Muchos de ustedes saben que Florey, Chain y demds colaboradores comple- .
taron la obra de Fleming en relacién con la penicilina y dieron realidad tera-
péutica a dicha sustancia, pero lo curioso es que los investigadores de Oxford
aantes de iniciar sus trabajos sobre la penicilina estuvieron interesados en la
lisozima —en su distribucién, purificacién y cristalizacién y estudio del subs-
trato sobre el que acttia— y publicaron varios trabajos importantes que les
abrieron el camino a interesarse por el segundo gran descubrimiento de Fle-
ming: la penicilina. '

Revisaré, por tanto, siquiera sea muy brevemente; la participacion de
los cientificos de Oxford en las investigaciones sobre la lisozima. Ademas,
para destacar la enorme trascendencia del descubrimiento de dicha enzima
y su repercusién en diferentes campos de la investigacion bioquimica y biol6-
gica, tengo también que aludir a su quimica y estructura, mecanismo de ac-
cidn y aplicaciones, y como son muchos centenares los trabajos publicados
en relacién con la lisozima, es imposible resumirlos en pocas lineas; haria
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talta no un volumen sino varios volimenes, y ello no seria empresa para una
sola persona

Por tanto me limitaré a una exposicién muy sucinta de lo que estimo mas
fundamental,

I

El Dr. Howard Florey cuando estuvo en el Departamento de Patologia
en Cambridge ya se interesé por la lisozima, y en 1930 publico, en colabora-
cidén con N. E. Goldsworthy, un trabajo sobre las propiedades antibacteria~
nas del mucus (1), dando cuenta de la gran actividad lisozimica de la saliva
del gato, de la nula actividad de las lagrimas del gato y buena actividad de
las lagrimas, saliva y moco nasal del perro.

) En un segunde trabajo, Florey informd (8) sobre la actividad lisozimica
de diferentes tejidos: bazo, rifién, pulmén, etc.,” de mamileros (gato, co-
baya, rata, conejo, perro y hombre) y sefialé la elevada actividad - litica del
bazo, pulmén y rifién. ‘

Florey deseaba identificar a la lisozima y también conoger la naturaleza
del substrato sobre el que actuaba; realizé algunos experimentos prelimina-
res con Miss M. Stephenson en Cambridge hacia 1931 y ese tema le preocupéd
también durante su estancia en la Universidad de Sheffield.

En 1935 Florey ya de profesor en el Sir William Dunn f)‘c.)mqm&of Patho-
‘logy en la Universidad de Oxford sugirié a Mr. E. A. Houghton Roberts
que {ratara de poner a punto un método para la obtencidn de lisozima pura
de la clara de huevo y en 1937. E. A. H. Roberts dio cuenta (9) de haber
obtenido un producto de gran pureza y en ese mismo afio E. P. Abraham,
utilizando, la técnica de Roberts y bajo la direccién del profesor R, Robinson
en el Dyson Perrins Laboratory, también en la Universidad de Oxford, con-
siguié obtener por primera vez, cristalizada en rombododecaedros, la lisozima
‘de la clara de lhiuevo de gallina (10). »
~ Entre tanto, y a partir de 1933 también se interesaron en la lisozima los
investigadores de la Columbia University en. New York, K. Meyer v su
grupo, v er 1934 (11) v en 1936 (12 y '13) dieron cuenta de que la lisozima
de 1a clara de huevo erd una proteina de naturaleza bésica, de bajo peso mo-
lecular, que su accién era hidrolitica y que acttia despolimerizando a un mu-
copéptido de las células bacterianas sensibles con liberacion de aziicares re-
ductores (*).

{(*) Meyer y Hahuel en 1946 dieron cuenta de un método viscosimétrico éxacto y ripido
para estimar la lisozima y que el substrato podia obtenerse de M. lysodeikticus o de una
estirpe de Sarcing luica casi tan sensible como M. Iysodeikticus a la lisozima de la clara
de huevo (14). ’

También en 1946 Meyer, Hahnel y Steinberg dieron cuenta de la presencia de lisozima
en preparados crudos de papaing y de ficina y de la actividad lizozimica del Jatex reciente,
iresco, de Ficus elastica, Ficus lyrata, y Euphorbia pulcherrima (15).
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Pero trasladémonos nuevamente a Oxford, donde Roberts, Maegraith y
Florey hacen un estudio comparztivo de las lisozimas de clara de huevo y
“de las salivas de gato y humana, y en 1938 dieron cuenta (16) de que los en-
sayos comparativos quimicos y sercldgicos revelaban clara diferencia entre

esas tres lisozimas, aunque las tres lisaban perfectamente al M. lysodeikticus.

. En 1939 Abraham, trabajando en el Dyson Perrins Laboratory, en Oxford,
dio cuenta de algunag propiedades. qulmlcas y fisico- -quimicas de la lisozima
amorfa de clara de huevo bastante pura pero no del todo homogénea y con
una proporcion de N del 16,4 por 100, y de S. del 8,2 por 100. En cuanto a
los amino-acidos determinados dieron las siguientes cifras: 11,6 por 100 de
arginina, 7 por 100 de cistina, 5,8 por 100 de lisina, 4,4 por 100 de tirosina
'y 2,6 por 100 de histidina, sefialando que la lisozima préparada por el método
de Roberts es un proteina basica, con P. M. del orden de 18.000, con eleva-
da proporcién de arginina y de lisina y proporcién poco usual de cistina (17).

Epstein y Chain en 1937 trabajan en el Sir Williawi Dunn 15»9&0:’9 of
Pathology, en Oxford. E! profesor Florey les sugicre como tema determi-
nar la naturaleza del substrato sobre el cual acttia la lisozima y se consagran
a él con entusiasmo pero al estallar la guerra tuvieron que interrumpirlo y

el 28 de octubre de 1940 entregaron para su publicacién lo que llevaban he-
cho (18). '

Ellos demostraron que el substrato para la lisozima es un pohsacarmo muy
polimerizado, de elevado peso molecular, que la accién de la lisozima es
hidrolitica y que durante la hidrélisis se libera una N-acetilaminohexosa y una
sustancia que da las reacciones de ceto-hexosa, .

El substrato para la lisozima lo aislaron del M. lysodeikticus, pero obser-
varon que existe en todas las bacterias lisozim-sensibles. El Bacillus subtilis
que no se disuelve por la lisozima es rapidamente matado por ella, lo cual
demostraron por la inhibicion completa e instantanea de la respiracion de
una suspension de células después de la adicién de lisozima y por el hecho
de que la suspensién bacteriana estaba esterilizada después de una hora de
“incubacién con lisozima.

Y hacen el siguiente comentario:

_«This observation is important in thot it slz-b'w‘s\ that lysozyme sen-~
sitivity of bacteria cannot be established by observation of lysis only.»

.Y mas adelante :

«Substrate was found in all organisms sensitive to lysowyme the
Z(chest amount being present mn the non- lysable B. subtilis.»

Al despolimerizars’e‘ el polisacarido “insoluble de las células bacterianas
por la accién hidrolitica de la lisozima se producen sustancias hidrosolubles
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y -este proceso puede ir acompafiado de lisis en algunas bacterias en- 1ag que
el pohsacarldo es elemento esencial de su estructura morfolégica. En- otras
bacterias también lisozim-sensibles, tales como B. subtilis y B. anthracis, la
*hidrélisis del pohsacar_1do no va acompafiada de manifestaciones de lisis y
segiin Epstein.y Chain: »

n these organisms the maintenance of their movphological struc-
ture does not depend exclusively on the unaltered state of the subsivate
for lysogyme, but this substance must still have functions of vital im-
portance for the life of the organisms, since its hidrolysis leads to their
immediate death.»

En 1945 Alderton, Ward y Fevold dieron cuenta (19) de un método rela-
tivamente sencillo para, a partir de clara de huevo de gallina, obtener con
buen rendimiento lisozima bastante pura y es el método que en lineas gene-
rales se sigue para la produccién industrial de dicha enzima, que se puede
\‘adqulrlr pura de Armour and Co, (U. S. A.).
~El disponer de lisozima pura en cantidad ha permitido estudiar con mas
especificidad y con mas rigor su espectro de accion frente al mundo micro-
biano, ya que en los extractos de 6rganos y tejidos y en las secreciones y en
la misma clara de huevo puede haber sustancias anti-bacterianas diferentes
de la lisozima. '

AMPLITUD DEL ESPECTRO ANTIBACTERIANO DE LA LISOZIMA

Aunque no son muchas las especies bacterianas directamente lisables por
la lisozima, hoy se sabe que el sustrato para dicha enzima estd ampliamente
distribuido en e! munde bacteriano y por distintos procedimientos, estudia-
dos por diversos investigadores, y que no voy ‘a especificar aqui, se puede
sensibilizar a muchas especies bacterianas para que puedan ser lisadas por
la lisozima,.

Las bacterias Gram negativas, en general, no se lisan por la lisozima por
los métodos usuales, pero el profesor S. R. Hartsell y su grupo de la Purdue.
University demostraron en 1955 (20) que muchas bacterias Gram negativas
poseen substrato para la lisozima; pero, para observar el fenémeno de la

“lisis tuvieron que recurrir a la técnica de Nakamura sometiendo a las células
primero de la accién de la lisozima a un pH 3,5 a 45° C durante una hora y
lnego al alcalinizar cuando se eleva el pH a 9,8 se produce la lisis (efecto
Nakamura). Entre las especies Gram negativas que estudiaron sefialan como
las mas sensibles las de los géneros Salmonella v Brucella —aunque la sensi-
bilidad varia dentro del género segtn las especies y que poseen ‘sensibilidad
menor que las anteriores las especies de los géneros Klebsiella, Shigella, Neis-
seria, Pseudomonas, Pasteuwrella, Escherichia, etc.



Roy Respake en 1956 dio cuenta (21) que E. coli, Pseudomonas aerugino-
sa v Azotobacter vinelandii se pueden lisar por la lisozima a pH 7,5 a 8 com
el empleo de versene (EDTA) y Twis buffer.

El Dr. L. Colobert, de Lyon, en 1958 (22) logré la lisis de Salmonellas
patdgenas después de deslipidacidn parcial de su pared externa. De sus con-
clusiones reproduzco lo que sigue: '

«le 1yso7yme ne provoque pas la lyse des salmonelles, 4 moins que
celles-ci n'aient subi un traitement pleahble par chauffage, par lacide
éthyléne diaminetétracétique, ou un alcoylsulfate. Ces trois traitements
avant en commun la propriété de délipider les bactéries, on a été amené
a formuler "hypotheése que la présence d'une fraction lipidique dans la
paroi - bactérienne masque normalmente le substrat spécifique de
P'enzyme.y

S. E. Hartsell en su comunicaciéon al Primer Simposio Internacional so~
bre la lisozima dio cuenta (23) de que la accién concomitante del butanol con:
lisozima permite también obtener la lisis de diversas Salmonella 'y E. coli v
que Mycobacterium habitualmente refractarios —el Mvcob. phler se lisa fa-
cilmente—, tales como M. friedmanii, M. lacticola, M. piscicum, M. rgnae,
M. smegmatis, M. stercoris, M. tamnopheos y M. marinum (24) se lisan fa-
cilmente por la lisozima si son tratados previamente por una mezcla a partes:
iguales  de metano! y dietileter, aunque nunca se llega a la clarificacién total
de las suspensiones,

I.1S0ZIMA BACTERTANA Y BACTERIOLISIS

Anteriormente he indicado que en 1932, en su dlscurso en la Royal Socie-
ty of \Tedlcme Plemmd dijo:

Iy 'is probable that lysosyime is present in many bacteria.

Desde entonces son muchos los investigadores que han estudiado la pro-
duccidn de enzimas liticas, lisozima u otras por diversas bacterias. Con fecha
9 de octubre de 1956 me escribié el Dr. M. H. Richmond, informéndome-
que una estirpe de Bacillus subtilis aislada por &l del suelo producia lisozi-
ma y la excretaba al medio de cultivo, era activa frente a células intactas,
células muertas por el calor y preparados de paredes celulares de Bacillus me-
gaterium, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Sarcina lutea, Sarcina flava, Spo-
rosarcing wreae v Micrococus lysodeikticus (25).

© Mitchell v Moyle en 1957 (26) reconocieron la presencia de una enzima:
litica en una suspensién desintegrada de Staphvlococcus aurews y que erar
capaz de disolver las paredes celulares purificadas de M. lysodeikiicus.
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Strange y Dark (1957) (27, 28) descubren que B. cereus produce enzima
litica (lysozyme-like). :

Richmond en 1959 observa que la estirpe 524 de Staphviococcus aureus
produce, en medio de cultivo sintético, enzima litica que se difunde al me-
dio de cultivo y que es capaz de disolver las células y las paredes celulares
aisladas de M. lysodeikticus. Preparado crudo de dicha enzima era inactivo
sobre suspension de células intactas de la estirpe de estafilococo que la ha-
bia producido, pero era capaz de disolver completamente las paredes celu-
lares aisladas de dicha bacteria (29). :

El profesor M. Welsch, autoridad mundial en bacteriolisis, en un traba-
jo (30) publicado en 1959, -dice en las conclusiones: '

La production densymes bactériolytiques, wvraisemblablement ap-
parventés au. lvsosyme, est une propriété trés fréquente, peut-étre gé-
nérale, chez les staphylocoques.

Hawiger en 1968 (31) dio cuenta de la purificacién v del estudio de las
propiedades de la lisozima producida por Stephylococcus aureus.

Estd, por lo tante, demostrado que muchas especies .del género Bacillus,
muchas estirpes de Staphylococcus aurens, muchos actinomicetos y sin duda
alguna también otras bacterias, producen lisozima, pero hay que tener pre-
sente que las bacterias, ademas de lisozima, producen o pueden producir otras
enzimas liticas capaces de actuar sobre sustratos d'iferent'es‘del de la lisozi-
ma, Por ejemplo, la’ enzima estreptolitica de Mc Carty producida por Strep-
tomyces albus que no lisa al M. Ivsodeikticus y sin embargo disuelve las pa-
redes purificadas de Estreptocco hemolitico grupo A, que son de naturaleza
quimica diferente —contienen ramnosa— a la pared del M. Iysodeikticus (32).

De la actinomicetine, nombre dado por M. Welsch a los filtrados bacte-
rioliticos de ciertos actinommicetos, se han aislado: la actinoszima, que lisa
bacterias Gram negativas tratadas por el calor, y dos actinolisopeptidasas,
estudiadas por Ghuysen y Salton, que actdan no sobre el componente polisa-
caridico de la pared de la célula bacteriana, sino sobre el componente pepti-
dico (33). ' '

Recuerdo que en cierta ocasién el profesor Fleming me dijo que la penici-
“lina no fue la causa directa de la lisis del estafilococo en la placa original,
punto de partida del descubrimiento de la penicilina, sino que el estafiloco-
co se autolisd, Al tener conocimiento por las investigaciones a que antes
me he referido —posteriores al fallecimiento de Sir Alexander—, que fre-
cnentemente los estafilococos producen lisozima, he pensado si la lisozima
de los estafilococos de la placa de Fleming no intervendria en el fenémeno
de-lisis” que lamé su atencion cuando tuvo la contaminacién por el Penici-
Hinwim notatum.

E! estafilococo es”un germen que se autolisa con relativa facilidad como
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respuesta a. multitud de agentes, pero la lisozima del estafilococo por si sola
no es la causa del fenémeno, ya que no tiene efecto litico sobre estafiloco-
£os,vivos ni muertos por el.calor, pues la presencia- en la pafed de los esta-
filococos de- dcidos teicoicos la protegen de la accién litica de la lisozima,
Pero la lisozima si-puede actuar sobre-la pared del estafilococo si previa-
mente otras enzimas . qtie formc.n parte de la maquinaria enzimética del pro-
plo estafilococo -—0.de ,otro origen— separan -de la pared del estafilococo
a los 4cidos teigoicos.

En resumen: se puede admitir que la . lisozima. del estafilococo -participa
juntamente con- otras enzimas del propio estafilococo en el fenémeno de su
autolisis y que en la placa de- Fleming, la penicilina. interfiriendo con la al-
tima etapa en la biosintesis de la pared celular de las células en prohfera-
cion fue.la inductora de la auiolisis del estafilococo.

Los ' procesos de ' bacteériolisis y de autolisis son de gran complejidad,
pero de extraordinario interés bioldgico (34, 35).

APLICACIONES DE LA LISOZIMA EN EL CAMPO DE LA BACTERIOLOGIA

La lisozima al .disolver las paredes celulares de algunas bacterias facili-
ta la salida de los materiales celulares, tales como enzimas, toxinas, etc.,
que pueden separarse, aislarse y purificar.

Herbert v, Pmsen., en 1947, utilizaron lisozima para. obtener, a partir de
M. lym,dezktzms catalasa, que incluso lograron cristalizarla,

Se utiliza la lisozima para facilitar la extraccién de las b]hprotemas de
las algas Cianoficeas.

En 1953 Weibull empled lisozima para remover totalmente la pared celu-
lar de B. megatefimw,'(?)ﬁ), y‘lc} que queda es la célula bacteriana desnuda,
o sea, el contenido celular rodeado tmicamente de la membrana citoplasmi-
ca que en ciertas condiciones de tonicidad del medio, por ejemplo en diso-
luc1on de sacarosa 0,1 a 0,2 M, queda estabilizada formando un cuerpo es-
féricc o protoplasto (*), con lo que se marcé una nueva fase en los estudios
de Biologia celular, pues los protoplastos, una vez obtenidos, se utilizan-
para investigaciones bioquimicas y fisiologicas (¥¥).

Colocando protoplastos en agua destilada, la elevada presién osmética
del contenido celular hace que penetre agua del exterior y el protoplasto se
hincha y la membrana citoplidsmica se distiende, estalla y se desgarra, libe-

(*) . El término esferoplasio- se aplica para lo que-queda de la célula bacteriana cuando
se’ le ha privado de 12 mayor parte pero no de toda la pared celular.

**) Los baftemojagos no pueden atacar - especificamente a las células bacterianas . des-
provisias de su pared celular, es decir, al estado de protoplastos, pues es en la pared de la
célulz, bacteriana donde residen los receptores sobre los que se. fija el bacteridfago.
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randose el contenido; las membranas citoplismicas se pueden separar por
céntrifugacion, se - purlflcan liberandoles de-c¢ontaminantes, se ‘dnaliza” su
composicion -y se estudian sus actividades ‘bioquimicas y fisiolégcas,

- Se han obtenido protoplastos, no sélo- de c¢éhilas bacterianas, sino tam-
bién de actinomicetos,  de levaduras, de mohos, cianoficeas y hasta de céluz
las vegetales' superiores: Ademas de lisozima se emplean otras.enzimas, se-
gin'sean los tipos de plantas cuyos protoplastos se desea: obtener * )

Del Bacilius licheniformis se han’ obtenido protoplastos por la accién de
Ia hqoznna v Stoke ha demostrado que dichos protoplastos pupden sintetizar
la bacitracina (87).

G W, Brown y colaboradores(88), por la accién combinada de 'la 115021-
ma v de la penicilina sobre células de Clostridium botulinum’' .4 v E, han 1o
grado protoplastos de los que han cbtenido formas L. estables que no espo?
rulan, pero si- producen la misma toxina que las células de donde proceden.

~ Segtin Cassier y Sebald (39), la lisozima es capaz de inducir la germina:
cién de las esporas de ciertas bacterias, por ejemplo Clostridium perfringens:
tratadas por el calor y que habian perdido la facultad de germinar. Es decir;
que la lisozima participa en la iniciacién fisiolégica de la germinacién de las
esporas;- al menos de ciértos tipos de bacterias: R

Y para terminar con esta breve indicacion de algunas de las aplicaciones
de la lisozima a la bacteriologia, reproduciré las Hineas finales de Salton —au-
toridad mundial en el estudio de las paredes de las células bacteriands— en
su trabajo The properties of Lysozyme and its action on Microorganisms (40):

Lysozyme has become an extremely useful enzyme for the isolation
of bacterial structures and intracelular components, and. for the speci-

fic dissolution of the cell wall in the preparation of bacterial proto-
plasts. .

LISOZIMEMIA, LISOZIMURIA ¥ LISOZIMA EN TUMORES

La determinacién de la cifra de lisozima en el suero o plasma sanguineo
o en la orina tiene gran interés, ya que puede ayud'xr al diagnéstico y al
pronostxco de un proceso leucémico:

P. Joliés y colaboradores en 1964 dieron cuen’m (41) de que la 119021ma en

(*) En nuestra patria el Prof. Dr. J. Rodrigtez Villanueva y sus. colaboradores han
realizado. aportacién muy valiosa en ia- obtencién de enzimas. liticas —Strepzimas— a partir
de Actinomicetos (étreptonm ces GM, Streptomyces RA y Mmomomos/!om 45‘) y su em-
pleo para disolver paredes celulares de gran némero de levaduras y de mohos y paredes
de esporas de cierto ntimero de hongos y para obtener protoplastos de levaduras, obtener
membranas citopldsmicas ‘de protoplastos de Ievaduras protoplastos de conidios de FPusarium
culmorum; -etc:
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el suero aumenta en las leucemias mieloides crénicas, baja en las leucemias
linfoblasticas y es normal en enfermos con leucemia linfocitica (42).

Perillie y colaboradores en 1968 seftalaron (43) que la cifra de lisozima se
eléva notablemente en el suero de enfermos con formas monociticas de leu-
cemia aguda, se eleva moderadamente en las formas agudas y crénicas de
leucemia granulocitica y que la cifra es normal o mas baja que la normal
en las formas linfociticas de leucemia linfoide.

Sefialan también Perillie y colaboradores que la determinacién sistemti-
ca de la cifra de lisozima en el suero puede ser de valor diagnéstico en caso
de leucemia aguda y también para determinar la eficacia de la terapia anti-
leucémica, porque los valores de lisozima en suero vuelven a la normalidad
cuando se alcanza la completa remision del proceso.

Desde las primeras observaciones de Fleming, se sabe que la orina nor-
mal no contiene lisozima. Perillie y colaboradores sefialan actividad lisozi-.
mica en la. orina de leucémicos, tanto de leucemia monocitica como de leu-
cemia granulocitica, pero también la lisozimuria se presenta en enfermos con
lesiones renales y en los que padecen sarcoidosis.

La smuramidasuric (lisozimurig) en enfermos leucémicos se explica como
consecuencia del considerable aumento de leucocitos en la sangre, ya que la
lisozima urinaria procede del aumento considerable de lisozima en el plasma
sanguineo; que a su vez procede de los leucocitos polimorfonucleares neu-
trofilos y de los monocitos sanguineos (*). '

Es muy interesante el trabajo de los Dres. Perri y colaboradores (45) dan-
do cuenta de haber obtenido lisozima cristalizada a partir de rifiones de rata
con tumores del sarcoma de Jensen y en el cual llegan a las siguientes con-
clusiones : ' '

(1) Lysozyme increasses in the kidneys of Jensen sarcoma-bearing
Sprague-Dawley rats very rapidly:
© (2) The increase is statistically proportional to the mass of the tu-
mour,

. (8) The surgical removal of the tumour is followed by a rapid de-
crease of the lvsozyme activity in the kidneys toward normal levels.

(4) Spontanecus regressién of the tumour is accompanied by lo-
wering of lysozyme content in the kidney,

Estos hallazgos son de extraordinaria importancia y sin duda alguna ser-
viran para dirigir 1a ‘atencién al conjunto del problema del significado bio-
quimico de la lisozima en los tejidos de los mamiferos. -

(*) Tal es la cantidad de lispzima excretada por la orina en enfermos con leucemia
monacitica —hasta cuatre gramos diarios— que E.- F. Osserman ha conseguido obtener
de dicha orina lisozima cristalizada al estado de cloruro (44).
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QuiMICA Y ESTRUCTURA DE LAS LISOZIMAS

Las lisozimas constituyen una familia de enzimas llamadas también Mura-
midasas o N-acetitmuramil-glicanhidrolasas o Mucopéptido ~—N-acetibnura-
mil— hidrolasas (EC 3.2.1.17), que aunque presentan algunas propiedades
generales comunes, cada una de ellas posee personalidad propia.

Son proteinas de naturaleza basica, de elevado punto isoeléctrico (10,5
a 11) de bajo peso molecular, alrededor de los 15.000, las lisozimas animales,
y unas 23.000 las lisozimas obtenidas hasta ahora de algumas plantas fane-
roégamas.

Aunque las investigaciones sobre la quimica de las lisozimas se han rea-
lizado en varios laboratorios, quiero destacar dos: uno en los Estados Uni-
dos, ¢l laboratorio de R. E. Canfield, en la Columbia University (New York),
y el laboratorio de Bioguimica en la Facultad de Ciencias de la Universidad
de Paris, dirigido por el Prof. Fromageot, desde 1948 hasta su fallecimiento,
el 10 de enero de 1938. Con Fromageot venia trabajando, desde 1950, el
doctor Joliés, quien al fallecer su maestro prosiguié las investigaciones con
la colaboracién de su hermiano Dr. George Jollés, su esposa Dra. Jacquelline
Jollés, nuestro compatriota Dr. Juan Jauregui Adell, 1. Bernier, M. Ledieux,
etcétera, desarrollando una extracrdinaria labor de investigacion que le cali-
fica al Dr. Pierre Jollés como primera autoridad mundial en el estudio qui-
mico de las 1isozifnas.

P. Jolles y colaboradores han ideado nuevos métodos cromatograficos
para la purificacién de las lisozimas y han obtenido lisozima de la clara de
huevo de gallina, de la clara de huevo de pata, de bazo de conejo, de bazo y
rifién de perro, de pulmén de gallina, de las ldgrimas, saliva, leche y placenta
humanas y de plasma sanguineo humano y de leucocitos humanos.

Han hidrolizado las lisozimas por diversos métodos y han estudiado pa-
cientemente los péptidos resultantes de las hidrélisis, y después de salvar las
dificultades ‘inherentes a tema de investigacién tan delicado han determinado
el ntimero de residuos de aminoacidos en la lisozima de la clara de huevo de
gallina, asi como la secuencia, el orden, de esos aminodcidos, es decir, su
estructura primaria  Con respecio a esa lizosima fueron los primeros (46) em
presentar la secuencia completa de los 129 restos de aminodcidos.

Se trata de una sola cadena peptidica con NH, terminal de lisina y en el
otro extremo con COOH terminal de leucina, y que estd mas o menos plegada
por cuatro puentes de disulfuro, de.los cuatro residuos de cistina (47) y a los
cuales debe la lisozima su relativa estabilidad al calor y que al parecer son
necesarios para su actividad biolégica.

La estructura primaria que dio Canfield (48 y 49) y Canfield y Liu (50) para
la lisozima de la clara de huevo de gallina ofrece pequefias discrepancias comn
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respecto a la de P. Jollés y colaboradores, pero hay coincidencia en las posi-
ciones de los cuatro puentes de disulfuro. ,

En la molécula de la lisozima de clara de huevo de gallina solamente hay
un residuo de /mmﬁnw pero no parece desempeflar papel esencial, segin
el Frof. Jollés, ya qae la lisozima de la clara de huevo de pata no contiene
ese aminoacido, y sin embargo posee actividad parecida a la de la lisozima
de la clara de huevo de gallina,

En la molécula de lisozima de la clara de huevo de gallina hay seis resi-
duos de triptdfanc, de los cuales parece tienen interés especial los que en la
secuencia ocupan las posiciones: 62, 63 y 108.

Se estima que toda la molécula no ‘es necesaria para la actividad bioldgica
de la lisozima, pues como dice P. Jollés (51):

«In lien cgguthite lyscsyme the N- and C- termuinal sequences can

split off without inactivation. The biological activity thus seems
to be related mot so much to the primary as to the tertiary structure
(dzsulplzzde bridges, hwdrophobic linkages). -

Hace afios, concretamente el dia 4 de julio de 1958, visité al Dr. P. Jollés
en su laboratorio de Quimica Biclégica, en el Boulevard de Raspail 96, en
Paris, cuando sus investigaciones estaban en pleno desarrollo y me mostrd
la lisozima de bazo de conejo practicamente pura y otras lisozimas en vias de
purificaciéon asi como también me informé que del invertebrado, anélido, po-
liqueto, Nephthys hombergi se podia extraer sustancia con buena actividad
de proteina lisante y aparte de su caricter basico y bajo- peso molecular, le
.caracterizaban como lisozima fas siguientes propiedades : a) lisa a suspen-
siones de M. lysodeikticus /7) estable en medio 4cido; calentando a pH 4,5
durante tres minutos a 100> C conserva su actividad, y c) labilidad en medio
alcalino.

Desde entonces he seguido paso a paso las investigaciones de1 _profesor
P. Jolles, gracias a su gentileza, pues me ha ido remitiendo sus trabajos v
hace DOcCos meses me envid su comunicacién nimero 77 sobre lisozimas, y se
tituta The Twrnip- Lysozyme (52). : : :

Recordemos que en su primer trabam A. Fleming nos dice que entre las
plantas que-ensayé revelaba actividad lisozimica el mabo. Pues bien, ahora
P. Jollés y sus colaboradores han logrado aislar la lisozima de esa Crucifera
cuyo P. M. es alrededor de 25.000; pH 6ptimo cinco frente a M. Lysodeik-
tisus se inhibe a pH 6,2 como otras lisozimas por N-acetil-glucosamina y
aungue lisa lo mismo que la lisozima de la clara de huevo de gallina, los enla-
ces B (1-4) glicosidicos de las paredes. celulares de M. lysodeikiicus, se dife-
rencia de ella en su P. M., comportamiento electroforético, pH 6ptimo y ac-
tividad relativa frente a diferentes substratos y en determinadas condiciones
parece que act(ia mas bien como quitingsa que como lisozima.
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La lisozima del nabo ofrece mucho parecido con otras lisozimas vegeta-
les obtenidas puras tales como la Lisozima del lates de Papaya (33) y la Liso-
zima del latex de la higuera (54) todo lo cual ha despertado gran interés por
el estudio de las lisozimas vegetales y para tratar de averiguar su posible
mmon fisiolégica en las plantas que las contienen.

- Mientras se desarrollaban las investigaciones relacionadas con la quimica
de las lisozimas, las investigaciones sobre la naturaleza de su substrato, ini-
ciadas por K. Meyer y colaborados y por Epstein y Chain, fueron objeto de
intenso trabajo por parte de diversos griipos de investigacidn, pero me limi-
taré a los que siguen: ' _

Salton en 1952 prepard paredes celulares de M. lysodeikticus (55) y ob-
servé que la lisozima las disuelve completamente; el substrato probablemen-
te era sustancia altamente polimerizada e insoluble: wn mucopéptido.

La pared de M. iysodeikticus es sustancia especifica para la lisozima que
produce su rapida lisis sin necesidad de otras enzimas (*)

También observé Salton (56) que las paredes celulares de Sarcina lutea y
de Bacillus megaterium, sensibles a la lisozima, son digeridas totalmente por
ésta con liberacidn de azticares reductores y amino-azicares.

El producto de la digestién lisozimica es una mezcla compleja de frag-
mentos de diferente tamafio molecular y la sustancia pr1nc1pa1 dializable libe-
rada por la lisozima es un disacirido de N-acetilglucosaming v de N-acetil-
murdnico (**).

La primera indicacidon sobre el tipo de enlace que rompe la lisozima se
debe a Berger y Weiser (1957), quienes dieron cuenta (57) de que la lisozima,
aparte de hidrolizar al substrato de origen bacteriano, hidroliza también a la
gquitina, que como se sabe es un polimero lineal cuyas unidades son de B-ace-
#il-glucosamina unidas entre si por enlaces § 1-4 (¥%¥),

Su conclusién fue la siguiente: .

«The ability of lysozyme to attack chitin ndicates that this ensyme
possesses B-glucosaminidase activity, since chitin is a straight-chain po-
Iymer of N-acetylglucosamine linked by B-glucosaminidic linkages.»

(*) I.a lisozima puede actuar sobre las células vivas del M. lysodeikticus; en cambio
las enzimas que intervienen en la autolisis bacteriana solamente actiian cuando las células
mueren.

(**y  El acido murimico (de muros pared) es el nombre propuesto por Strange para la
glucosamina en la que la posicién del C 3 lleva unido al 0 un resto de 4cido lactico con
su grupo COOH libre.

(***). La lisozima no actiia sobre la celulosa que también es un polimero lineal de la
betaglucosa con entaces {5—1—4 entre sus }111idatles, lo cual significa que para que actile la
lisozima es esencial que en la posicién 2 haya resto de acetil-amina, pero no es esencial
la presencia. del radical lactilo del 4cido murdmico, ya que en la quitina no entran unidades de
muramico ni por lo tanto de N-acetilmurimico. ‘
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Salton y Ghuysen aislaron en 1959 (58) del digerido lisozimico de las pa-
redes de M. lysodeikticus un tetrasacirido v demostraron que contenia can-
tidad equimolecular de N-acetilglucosamina (NAG) y-de N-acetibnurdmico
(NAM). Incubando el tetrasacirido con lisozima sé producia como finico pro-
ducto un disacirido de NAG y NAM y dedujeron que el tetrasacdrido era
dimero del disacarido, y que el enlace [31 -4 es el que unia las dos umdades
del dimero. El disacarido no era digerido por la lisozima.

Al disacarido se le asigné originariamente la siguiente estructura:

N-acetilglucosaminil-B-1-6-N-acetilmurdmico

pero. Jeanloz, Sharon y Flowers (59) sintetizaron el disacarido 8-1-6 ¥ hallaron
que tenia propiedades diferentes al disacirido que se obtenia por la accidm
de la lisozima sobre la pared celular del M. lysodeikticus'y por eso sugirierom
que €l tetrasacarido era:

NAG-8-1-4-NAM-3-1-4-NAG-B-1-4-NAM

T.a lisozima rompe especificamente el enlace 3-1-4 entre el NAM v el NAG,
que le sigue en la cadena, pero no rompe el enlace 8-1-4 entre el NAG .y ek
\IA\/I que le sigue en la cadena. : -

. Sharon ha estudiade la compesicién de la pa1ed bacteriana a111112and@
los’ »productos resultantes de su hidrélisis por la lisozima, especialmente oli-
gosacaridos, algunos de los cuales también los ha sintetizado y ha llegado a
la tonclusién (60) de que la lisozima ademds de su accién hidrolitica posee
actividad de transglicosilasa y propone que la hidrélisis del tetrasacirido no
procvéder por ruptura directa, sino por un mecanismo de transferencia via oli-
gosacaridos de cadena larga.

En las bacterias ld membrana citoplasmica, débil pero de gran importancia
en la regulacién del paso al interior de los nutrientes procedentes del medio
y de la salida al exterior de algiin metabolito, esti protegida por una envol-
tura o pared rigida de composicién variable seg{m la especie bacteriana pero
siempre compleja.

En todas las bacterias tanto Gram posltlvae como Gram negativas (¥) entra
siempre en la composicion de su pared mucopéptido (glicopéptido) pues la
hidrdélisis acida proporciona ademas de "N-acetilglucosamina y N-acetibmurd-
mico, cierto numero de amino-acidos: L-alanina, D-glutdmico, [-lisina (que
en algunas bacterias estd sustituida por L-diaminopimélico) D-alanina y Gli-
cina. Las formas D -de la alanina y del 4cido glutimico son in“eresan’es por

(*) En las bacterias’ Gram negativas la composicién de la pared celuw'ar es mis com-
pleja atin que en las Gram positivas, por cuanto el mucopéptido estd rcvestido de otra
envoltura lipo-proteica-polisacaridica.
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que no entrail en la composicion de las proteinas y su presencia proporciona
a la pared bacteriana cierta resistencia a la accién de las enzimas proteoli-
ticas. : '
La porcién polisacaridica- de la pared bacteriana estd formada por multi-
tud de cadenas lineales integradas por unidades de NAG alternando con NAM, -
Al grupo COOH lactilico del NAM va unido por enlace peptidico una ‘cadena
corta’ de cuatro aminoacidos: Il-alanina, d-glutdmico, Ilisina -y d-alaning y
&sta se une por un puente pentaglicinico, o sea por cinco restos de glicocola
a la L-lisina de la cadena peptidica corta que va ligada a la cadena de polisa-
carido proxima a la anterior y asi sucesivamente, de modo que entre las cade-
nas de polisacarido hay un armazon, una red, un entrecruzamiento en tres
direcciones, formado por las cadenas de amino-acidos, lo que proporciona a
la estructura de la pared una gran rigidez y tanto mayor cuanto méis tupida
sea la red. °
En Micrococcus Ivsodeikticus el entrecruzamiento entre las distintas cade-
‘nas peptidicas es relativamente laxo, no es tupido, de modo que facilmente
se desmorona toda la pared y la célula se iisa rapidamente al catalizar la liso-
zima la hidrélisis, la ruptura de los enlaces g-1-4 entre NAM y NAG. En cam-
" bio, en el estafilococo, el entrecruzamiento es muy denso, muy tupido y ade-
‘més la presencia entre los componentes de la pared de los Acidos teicoicos
hace que las células del estafilococo vesisten a la accion de la lisozima cuando
_actua por si sola. .
Hay enzimas bacterioliticas diferentes de la lisozima que no actan en
-el sitio especifico donde actfia esta enzima, sino en otras uniones tales como
las Muramil-alaning amidasas (por ej., la del Streptomyces de Ghuysen) ac-
ttan rompiendo el enlace peptidico entre L-alanina y el NAM y ciertas pep-
tidasas que actiian, por ejemp]o; sobre la cadena peptidica de pentaglici-
na (34 y 35). ' ' ,
Hace pocos afios, en 1963, ha tenido lugar un descubrimiento -que marca
un hito en la historia de la Enzimologia: la dilucidacién de lo arquitectura
de la molécula de la Lisozima. '
Operando con cristales tetragonales de Lisozima-cloruro, el grupo de Phil-
lips, Blake, North, etc., en el Davy Faradzy Laboratory of the Royal Ins-
titution en L.ondres y utilizando las técnicas de difraccion de rayos X y des-
pués de realizar millares de medidas, han podido aclarar la distribucién espa-
cial de todos. los dtomos de la molécula de lisozima (61 y 62); es decir, han
podido fijar su estructura terciaria, o sea, que la lisozima es la tercera pro-
teina (mioglobina y hemoglobina fueron las dos primeras) y la priméra enzima
analizada totalmente v de la que se conoce su estructura tridimensional que
viene, asegurada, por los ¢uatro puentes de disulfuro y por enlaces de hidré-
geno v enlaces hidrofébicos. También han podido precisar la zona activa de
la enzima, en donde se acopla el substrato o las substancias inhibidoras.

35



La molécula de la lisozima tiene como dos regiones, dos alas, entre las.
que existe una hendldura que estd revestida por residuos de '\mmo-acxdos‘
esenciales para la actividad de la enzima. '

Dice A.-C. T. North en su trabajo The structure of lysogyme (63):

 «Between these two wings of the structure is a deep cleft that is lined
with a variety of side chains. It is-this cleft thai appears to be the site
of enzymic activity.»

Y las lineas finales de dicho trabajo son:

«lt is clear that the activity of the enzyme is critically dependent o
the precise way that the enzyme is foldéd up and one of the intriguing
questions that arise from this is whether in lysosymes from different
species which show considerable differences in overall amwino acid com-
position, those side chairis that come together to form the active region.
are invariably the samesd '

Cuando estan presentes la lisozima y el substrato, la molécula del substrato
se desplaza del medio acuoso y se encaja en la hendidura de la molecula de la
lisozima formandose el complejo lisozima-substrato. ’

La lisozima parece estar dotada de cierta flexibilidad, pues los cristalo-
grafos han podido observar que al ligarse el substrato a la lisozima la hendi-
dura de ésta se cierra un poco, y al apretar al substrato éste también se dis-
torsiona.

Con respecto a que las énzimas pueden activar a los substratos por dis-
torsién; C. A. Vernon dice ast (64)

the idea is a basically ‘reasonable one since the energy required-
por-distorsion can be deriyed from the energy of bonding of the initial
engyme-substrat complex and from conformational changes in the enzy-
me itself.»

En la rupiura hidrolitica del enlace 8-1-4 entre el NAM y el NAG por la-
accién catalitica de la lisozima, se estima que participa el resto del acido glu-
tamico que ocupa la posicién niimero 35 en la secuencia peptidica de la liso-
zima y el resto de! 4cido aspartico que ocupa la posicién némero 52, en esa’
misma .secuencia y la ruptura con incorporacién. de una molécula de agua se:
realiza entre el NAM v el O puente que le une al NAG (65).

Vemos, pues, el extraordinario. interés académico que tiene la lisozima,
porque no solamente ha contribuido a aclarar la naturaleza de las paredes de
“ las células bacterianas, sino que esta sirviendo de modelo para interpretar
las actividades enzimiticas, -

K] orofesor M. F. Perutz en sis. p(mcludzng Remarks (66), al final de
la Discusién sobre Ja .estructura y funcién de la lisozima celebrada en- the
Theatre of the Roval Institution, en T.ondres el 3 de febrero de 1966 dijo asiz
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«For the first time we have been -able to interpret the catalytic acti-
vity of an enzyme in stereochemica['i-emm‘.»

Y ‘el profesor \Jathan Sharon en su interesante articulo sobre L1sozzma
publicado en Rehovot (Winter 1966/67, pag. ]6) dice ast:

«]n part'zcular, lyso:zyme pﬁomzses to be 0]‘ mmmense use m helping
us to understand just why engymes ave-such efficient catalysts.»

APLICACIONES TERAPEUTICAS DE LA LISOZIMA .

El 24 de julio de 1954, cuando me entregd Sir Alexander los huevos de
pike —lucio— me facilité también algunos comprimidos de cloruro de liso-
zima que se utilizaban en Ttalia en la lactancia artificial para el tratamiento
de los trastornos intestinales de los lactantes. También me dijo que en Ita-
lia se estaban realizando investigaciones clinicas para ver de sacar provecho
terapéutico a su enzima. '

Pronto me conecté con los profesores italianos Ferrari y Callerio; y dos
aflos mas tarde, e! 30 de julio de 1956, tuve la oportunidad de entrevistarme
con el Dr. Carlos Callerio y sus colaboradores en el Istituto di Ricerche Te-
rapeutiche Alexander Fleming en Milan.

Fl Dr. Callerio fue el primero en Italia en interesarse por la lisozima (67).
Habhia estado por los afios 1930 y 1931 en el Forschungsinstitut fiir Hygiéne
und Immunititslehre en Berlin-Dahlem, cuyo director, el Prof. Dr. E. Fried-
berger, realizaba investigaciones (68) con la lisozima, descubriendo que’ di-
cha enzima, independientemente de su accién litica, en determinadas condi-
ciones, ejercia accion floculante sobre las bacterias (¥). Al regresar el doc-
tor Callerio a Italia llevaba consigo la impresién extraordinaria que le habia
producido observar la lisis del M. Ivsodeikticus por la lisozima, y desde en-
tonces siempre tuvo en-su mente la idea de irvestigar sobre la lisozima, pues
crela (ue alguna aphcacmn podia derivarse de aquel fendémeno.

Gracias principalmente al entusiasmo del Dr. Callerio y del profesor Fe-:
rrari v de algunos otros colaboradores, es sin duda alguna hoy dia el Ins-
tituto de Investigaciones Alexander Fleming (T.aboratorios Spa) el Centro
Internacional -de Informacién sobre la Lisozima, y ha sido el promotor de
los Tres Simposios Jnternacionales sobre lo Lisozima celebrados en Milan:
el prlmero del 8 al.5 de abril de 1959, el segundo del 7 al 9 de abril de 1961
y el tercero del 3 al 5 de abril de 1964.

Durante mi estancia en Milan, y gracias a la amabilidad del Dr. C. Ca-

(*) Hoy sabemos que la floculdcion de las suspensiones bacterianas por la lisozima se
debe a su caracter bisico; se une con los grupos negativamente cargados presentes en la
superticie de las bacterias.
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lleric y de sus colaboradores, pude darme cuenta del V:01L1n1'e11 de las inves-
tigaciones que en relacién con la lisozima se estaban realizando en clinicas
universitarias de Italia, y entre las visitas que hice, acompafiado por el doc-
tor Callerio, sefialaré que estuvimos en la Clinica’ Oculistica de la Universi-
dad de Milan, y el Dr. Gennaro nos dio cuenta del gran éxito que “habian
logrado con colirio de lisozima en una epidemia de conjuntivitis por virus?

No me es posible analizar en muy pocas lineas la amplia informacion
sobre el empleo clinico de la lisozima que pude recoger entonces y la co-
piosa bibliografia que he ido acumulando y analizando desde aquella fecha
hasta el presente, pero-si sefialaré algunas i'nves'tiga'ciones importantes: el
profesor H. Violle, de 1a TFacultad de Medicina de Marsella, publicé en
«C. R. Ac! Sciencesy de Paris en 1952 un trabajo (69), dando cuenta de
que si se inyecta por via endovenosa al conejo lisozima a la dosis de 0,5 mg.
por kilogramo, se acelera notablemente el tiempo de coagulacion de la.san-
gre y que por via subcutdnea se logra parecido efecto. Al afto siguiente pu-
blicé un trabajo més extenso (70), del cual reproduzco las siguientes lineas:

«Le lysozyme agit indirectement sur le sang: in vitro, il n'augmen-
te pas sa vitesse de coagulation; l'effet accélératéur ne se produit gqu’
n VIvo.» -

«Nous avons noté gue le pouvoir coagulant du lysozyme va de par
avec son action lytique.»

Y llevado por la sorpresa que le produjo descubrir el efecto coagulante
in. vivo. de la lisozima, Hega a decir:

Si cette action coagulante, vraiment prononcée, abait été décrite en
meéme temps que ses propriélés lysantes, d’applications trop restrein-
tes, il est probable qu’un dutre vocable eiit designé ce corps.

" Ln 1956 Ghiglione y Dumazert confirman el efecto coagulante in vivo de
la lisozima y lo interpretan porque dicha enzima, por ser proteina de natu-
raleza basica, neutraliza a la heparina.

De su trabajo 71), son las lineas que siguen:
«Le lysozyme, protéine de faible poids moléculaire non toxique, de-
pourvue de’ tout effet anaphillatisant ou allergisant, apparait donc
comme un agent coagulant extrémement précienx dont l'action se li-

mite 4 neutraliser celle de I'héparine par un mécanisme chimique trés
simple.»

Y agregan:

«En cela, on peut dire que -le lysozyme est l'antidote de choix  de
I"héparine.» ‘
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A raiz de los trabajos de Violle y de Ghiglione y Dumazert y de otros,
se publicaron, especialmente por investigadores italianos, numerosas comu-
nicaciones en’ relacién con la utilizacion de la lisozima en el tratamiento sin-
tomatico de situaciones hemorragicas, en hemofilias, hemoptisis, en cirugia
ginecologica, etc. ' ,

©n 1952 ¢l profesor Orzalesi ¥ Miglior dieron cuenta de la neutralizacion
in witro por la lisozima del virus herpético que se encuentre fuera de las cé-
lulas e interpretan porque la lisozima acttia como proteina basica formando
complejo con.el virus herpético cuyos radicales acidos neutraliza (72).

En 1953 ¢l profesor Orzalesi publicé Primi tentelivi di tervapia di chera-
titi evpetiche con lisozima, y de su resumen final (73), copio:

«Par d’attres recherches déja publiées, A. ‘et son Ecole ont dé-
montré que: le lysosyme est capable d’inhiber in witro le virus herpé-
tique ;. il existe un parfait parallélisme entre la teneur du lysozima des
larmes, de la cornée et du sang, avec resistance envers l'infection her-
pétique, dans quelques animaux; quelques manifestations herpétiques
spontanées des muqueuses de 'homme s’accompaoncnt d’un chute trés
considerable du teneur lysozimique de'la secrétion méme.»

«Sur.la base de ces constatations, ’A, a essayé l'action du Ivsosi-
me dans Ja thérapie des kératites herpétiques de 1'homme, Oumze cas
de Kkératites supérficielles (dont la plupart du type dendrythlque) ont
été traltes 14 cas ont guéri dans 5-8 jours.»

Scolari (1961) ha empleado lisozima por via intramuscular como antialgi-
co en enfermos cancerosos, v los buenos resultados obtenidos quizd pudie-
ran ser debidos —dice él (T4)— a que la lisozima se combina con y neutra-
liza « la malignolipina y a la omncolipina, fosfolipidos de las células tumo-
~rales. También ha conseguido Scolari con la lisozima efectos analgésicos en
otray situaciones clinicas, tales como dolores concomitantes con herpes zds-
ter, neuritis postherpéticas, etc,

Strani en 1968 dio cuenta (75) de! tratamiento del zdster con lisozima en
dosis altas per os, y de sus conclusiones tomo las lineas que siguen:

«... La lisozima administrada por wvia oral en dosis de un gramo
al dia {un comprimido de 250 mgs. cada seis horas), puede abreviar de
modo evidente ‘el tiempo requerido para la restitutio ad integrim de
la zona cutdnea- afectada por la infeccidén zosteriana.»

Kubelka observé que ratones infectados con cien. dosis letales de virus
de la hepatitis humana (Motol strain) quedaron completamente protegidos
contra la lllfeCCIOh, adicionando lisozima al agua que bebian, y también ob-
servé que la lisozima precipita sin inactivarlo al virus de la hepatltls fo que
hace posible extraer dicho virus del material infectado para luego ser pu-
rificado.
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Es muy interesante la siguiente observacion de Kubelka (76)

«If, however, the hepatitic virus-lysozyme complex is injected into
mice, the course of the infection is more favourable while antibody
formation is estimulated. This would support. the posmve effect of
lvsozyme on the active immunization processes.»

- Sea cual fuere el mecanismo de accion de la lisozima sobre ciertos virus,
Jas investigaciones clinicas han confirmado las investigaciones previas en ani-
males de laboratorio y se estd empleando la. hSOZIma en el tratamiento  de
la hepatitis virica (77).

Todas estas aplicaciones de la lisozima a que vengo refiriéndome, se de-
ben, al parecer, fundamentalmente a su naturaleza basica y son independien-
tes de su accién bacteriolitica que frente a determinadas bacterias es extra-
ordinaria y no olvidemos que la lisozima puede matar a' determinadas bac-
terias sin producir en ellas lisis, es decir, que su espectro antlbactenano es
‘mucho més amplio que su espectro litico.

No dudo que la lisozima natural, presente en secreciones y érganos, cum-
ple i wivo una misién de proteccidn, defensiva (*), y por lo tanto es admi-
sible teoricamente la aplmac1011 o administraciéon’ de lisozima’ exoofena para
reforzar a la lisozima natural que en ciertas situaciones pato1001cas puede
estar o estd disminuida. Asi, se aplica en disolucién el cloruro de lisozima
en las conjuntivitis y herpes corneal o en pulverizaciones para actuar en fo-
sas nasales, senos, triquea y 4rbol bronquial, o por la via oral, o por las
vias intramuscular o intravenosa, segiin sea el caso. Los éxitos clinicos lo-
grados, al menos en algunos enfermos,; confirman que se han reforzado las
defensas y con ello se ha facilitado la curacién,

Tebricamente - también parece ventajoso asociar la-lisozima a los trata-
mientos con antibiéticos. Hay muchas comunicaciones en ese sentido, pero
- solamente haré referencia al trabajo de Vallarino y colaboradores (78), -que
trataron 25 nifios con fiebre reumatica, asociando a la ampicilina (alfa-amino
bencil-penicilina) lisozima por via oral, y lograron recuperacion clinica Ta- -
pida, observando que la velocidad de sedimentacién y el titulo de antiestrep-
- tolisina se normalizaba dentro de los diez a veinte dias, en tanto que con
tratamiento similar pero sin lisozima, pero con prednisolona, no consiguieron
resultados apreciables en el mismo periodo de tiempo y con la particulari-
dad de que con el tratamiento con ampicilina-lisozima lograron un estimulo
de la produccién de gammaglobulina.

. En estos tltimos afios en mas de una ocasién he pensado y lo he comen-
tado si no serfa factible y ventajoso obtener una sal lisozimica de la bencilpe-
nicilina o' de algunz. de las nuevas penicilinas semi-sintéticas, ya que la liso-

(*) Se estima que la lisozima no es la fmica sustaucm que mtervxene en los mecamsmos
inmunitarios. celulares y humorales.
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zima es de naturaleza basica y la penicilina es un 4cido cuya sal sodica es
la de mas corriente uso terapéutico, '

- Como antecedente estaba el que con el Prof. A, Caballero ¢n 1958 obtuvi-
mos un complejo tsnico-estreptomicina reuniendo los dos antibidticos anti-
Mycobacterium en uno. Iiste hallazgo nuestro no ‘tuvo interés terapéutico
por cuanto el usnato de estreptomicina es téxico, es decir, es mis téxico que
la estreptomicina. , o '

Estas circunstancias explican el gran interés que desperté en -mi la co-
municacién en 1969 de los Dres. Pellegrini y Vertova (79) en la que dieron
cuenta del sinergismo entre penicilinas y lisozima y- de haber obtenido un
nueve antibidtico, el dmpicilinato de Lisozima (D (—) a-aminobencil-peni-
cilinato de Lisozima). » ‘ '

Poca informacion- bibliografica poseo hasta ahora acerca de los ensayos
clinicos con el ampicilinato de lisozima, pero mencionaré el trabajo de A. Gui-
fanti (80) sobre el empleo en Oftalmologia en enfermos con conjuntivitis
catarral, dacriocistitis purulenta, querato-conjuntivitis y herpes corneal v el
de ¥. Cattani sobre su empleo en conjuntivitis mucopurulenta cguda (81).

CONSIDERACIONES FINALES

He queérido con este trabajo conmemorar el Cincuentenario del descubri-
miento de la Lisozima y rendir una vez mas mi modesto homenaje a Alexander
Fleming, el genial investigador escocés, quien cumpli6 su cometido en la
vida, llend su destino y sirvié a la Humanidad, contribuyendo con sus descu-
brimientos a aliviar en su dolor a millones de ciudadanos sin distincién de
razas ni de nacionalidades,

La Providencia guié sus pasos y en mas de una ocasién él dijo que estaba
convencido de que: & '

«He was divinely guided in his great discovery.»

Y ahora meditemos muy brevemente sobre la ohra de Fleming.

i Qué extraordinaria sensibilidad perceptiva la suya! Tuvo dos contami-
naciones providenciales que no las arrincond, que no las despreci6, sino que
las analizd a fondo, detenidamente.

Fleming supo no solamente ver que pasaba en sus placas algo especial,
sino que también supo mirar y tuvo lucidez mental —clarividencia— para
analizar e interpretar lo que tenia delante y una curiosidad insaciable, un
ansia’ de hallar la- verdad v- una .gran dosis de entusiasmo para perseverar
en la observacién, y la interpretacién correcta de los experimentos que p'a-
neé y realizé, le permiti¢ transformar dos contaminaciones banales, dos fené-
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menos de antagonismo, de lisis bacteriana, en dos descubrimientos extraor-
dinarios y trascendentales: Lisogima y Penicilina.

Y con ello nos dio Fleming la gran leccion de humildad,

Si, sefiores: la atencién es un fenémeno de humildad. Los que escuchan
a otros son humildes., Es leccion de humildad 1o dejar pasar los fenémenos
que -inesperadamente se presentan ante nuestros 0jos, sino detenerse a con-
templarlos, prestandoles la debida atencién, meditando sobre ellos y planean:
do los experimentos precisos para interrogar.a la Naturaleza y escuchar aten-
tamente y recoger fielmente sus respuestas,

Pertenecié Alexander Fleming a esa élite de gigantes, de cerebro porten-
toso, con exquisita sensibilidad perceptiva y con capacidad extraordinaria
para asombrarse, con don portentoso ’pa_r'a observar y captar las relaciones
imprevistas entre los fenémenos'y ¢on perspicacia para apreciar lo que no
se buscaba y vislumbrar, adivinar y profetizar su trascendencia.

Y para terminar quiero recordar a nuestras juventudes universitarias unas
frases de Alexander Fleming que estoy seguro les han de sérvir de estimule
v de norma:

«T'rabajad, trabajad sin desmayo, con entusigsimo v con fe. Dowmi-
nad las técnicas -relacionadas con wvuestras investigdaciones y preparad
vuestra mente, meditando en lo que estdis haciendo, pare no- desper-
diciar ningin fendmeno anormal que pudiera presentarse ante vuestros
ojos. Muchas veces se tratard de una falsa alarma, pero en ocasiones
es la oportunidad que os brinda la Providencia para por aquel camino
llegar a un descubrimiento importante.n
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