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Corrélation physiologique

entre les globules blanes et les globules rouges du sang

par PAULO SEABRA.

La corrélation physiologique que j'ai rencontrée entre le
neutrophile, I'hématie et le lymphocyte, est représentée schéma-
tiquement sur la fig. 1. |

Par les expériences décrites ci-dessous, j’espére pouvoir dé-
montrer que la granulation oxydasique du neutrophile et de I’é¢osi-
nophile, n’est pas une unité compacte, mais formée par une mems-
brane (a) contenant le liquide oxydasique (b).

(ette membrane est semiperméable — comme la plupart des
membranes — et se brise physiologiquement, donnant lieu & une

effusion du liquide oxydasique vers le plasma, phénomene que j’al
dénommé « effusion oxydasique ».

Arrivée au plasma, l'oxydase — un enzyme catalysateur des
oxydations organiques — est absorbée par I'hématie pour y consti-
tituer ce que jappelle « oxydase érythrocytique ».

I.a rupture de la membrane des granulations oxydasiques arri-
vées a maturité, se vérifie le plus souvent pendant les deux pha-
ses quotidiennes de dépression atmosphérique et on peut s'imaginer
qu’elle se produit lorsque le neutrophile est rétréci par son passage
dans les capillaires, puisque la méme rupture peut s’obtenir in
vilro, moyennant une compression mécanique.

Etant donné que l'effusion oxydasique est le résultat de nom-
breux facteurs différents, l'altération de I'un d’eux peut déranger
le rythme physiologique du phénomeéne, produisant une hyperef-
fusion ou une hypoeffusion.
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L’hypereffusion se vérifie, par exemple, pendant une baisse
tres intense de la pression atmosphérique amenant a la rupture
méme les membranes pas encore arrivées a maturité, a la manicre
des ballons de caoutchoue fin, qui remplis de gaz, se brisent quand
ils sont lachés et atteignent les couches élevées de I'atmosphere.

Suilvant le degré de la dépression, 'hypereffusion peut méme
arriver a un paroxysme: toutes les granulations se brisent, laissant
le neutrophile sans oxydase, laquelle passe tout enticre aux hématies,
aprés avoir exercé dans le plasma son role glycolysant. On peut
vérifier ce phénomene chez 'homme, lors des vols d’altitude.

L’hypoeffusion, par contre, se rencontre, par exemple, dans
les cas de ralentissement de la maturation de la membrane des
oranulations oxydasiques. Cette membrane est riche en lipides,
dont la lyse se fail par la lipase du plasma, provenant en grane
partie du lymphocyte.

Dans les cas d’appauvrissement lipasique du plasma, les mem-
branes sont plus lentes a murir et 'oxydase s’accumule dans le
neutrophile ce qui la fait baisser dans I'hématie (voir les fleches
sur fig. 1). Un des états pathologiques ot nous rencontrons I’hypoci-
fusion oxydasique, est la tuberculose, car son bacille inactive Ila
lipase.

Démonstration expérimentale.

En 1923, Noél FiessINGER déclara, dans son livre Les fermenls
des leucocyles (1):

« Dans I'état actuel de nos connaissances, on ne peut étre fixé
d’une facon objective sur la puissance globale de 'oxydation leu-
cocytaire... Il reste encore & découvrir la méthode qui permettira
de juger I'état fonclionnel du leucocyle. »

En 1947, John ReBuck, dans son ouvrage intitulé Funeclions
of the While Blood Cells (2) mentionne que «Seabra introduisait
une expression numérique de la puissance de l'oxydase dans les
neutrophiles ».

En effet, une des difficultés était I'instabilité des colorations
oxydasiques, étant donné que leur aspect se modifiait du jour au
lendemain. Pourtant, ce probleme fut résolu par LoEeLE (3), qui
observa que les unités histologiques contenant de l'oxydase et
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fixées par des vapeurs de formol, traitées & ’alpha-naphtol, 'oxy-
dent, le transforment en mordant capable de fixer le violet de gen-
tiane qui les colore ainsi de bleu violet.

En supprimant I’alcool dans les liquides employés par LoELE,
j’al réussi a obtenir une coloration progressive intense, entiérement
constante et d’accord avec le contenu oxydasique. Les couleurs ainsi
obtenues restent inaltérables, comme j’ai pu 'observer dans mon
archive de lames consistant en plus de 60 000 champs marqués, ou
les leucocytes colorés il y a dix ans conservent toujours la méme
intensité L.

Quand on note les différents degrés d’intensité des neutro-
philes et éosinophiles suivant une échelle colorimétrique allant de
0 4 6, la somme des valeurs notées (pour 100 leucocytes) fournira
I’« oxydase leucocytaire ». En multipliant celle-ci par le coefficient
de 100 leucocytes par millimetre cube (mm?3) de sang, on trouvera
I'index d’oxydase. Des recherches basées sur cet index, que j’ai
présenté en 1939 (4) ont éLé confirmées par de nombreux auteurs
en divers pays (9, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13).

I’examen des lames de sang m’a souvent révélé des images

1Le procédé de coloration (appelé « Lcele-Seabra » par I'Académie
Nationale de Médecine de Rio de Janeiro) est le suivant: a) exposer a l'air
le frottis qui doit étre trés mince, pendant environ 2 heures, pour le sécher;
b) fixer pendant 10 minutes dans une atmosphére de formol, en placant
les lames verticalement dans un verre contenant un petit cristallisateur avec
20 ce. de formaline, dissoute dans 40 cc. d’eau; ¢) couvrir de mordant pen-
dant 15 minutes; d) laver le frottis sous un filet d’eau trés fin pendant
1 minute; e) couvrir de gentiane pour 10 minutes; f) laver a nouveau, de la
méme facon, pendant 5 minutes; ¢) couvrir de fuchsine basique pour 10
secondes; h) laver avec le méme soin pendant b minutes. Aprés chacun de
ces lavages, la lame doit étre placée verticalement sur du papier filtre pour
sécher plus vite.

Solutions: Violet de genliane: dissoudre 0,1 gr. dans 250 ce. d’eau
distillée ; décanter le lendemain. Mordanl: carbonate d’ammonium 0,8 gr.,
alpha-naphtol 0,2 gr., eau distillée 400 cc. Agiter de temps en temps, filtrer
le lendemain dans du coton de verre. Ikmplover du verre foncé. Ce mordant
peut étre utilisé du troisicme au vingtieme ou trentiéme jour, selon la tem-
pérature, jusqu’a devenir trouble et marron. Il se conserve trés longtemps
dans la glaciére. Fuchsine basique: 0,1 gr. dans 150 ce. d’eau distillée; dé-
canter le lendemain.
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démonstratives d'une effusion du liquide oxydasique provenant des
neutrophiles et baignant les hématies voisines.

L’interprétation que je donne & ces phénomeénes est que les
vapeurs de formol employées comme fixateur ont un effet constric-
tif et brisent la membrane enveloppante de quelques granulations
oxydasiques. Ensuite, au moment ou11'on ajoute le mordant, le liqui-

Fic. 2.

de enzymatique sort des granulations brisées par le formol. Ce liquide
ne s’éloigne pas. Il se colle aux hématies voisines, grice i sa consis-
tance épaisse et visqueuse, comme on peut le voir par le ménisque
qu’il présente (fig. 2). La déduction que ce liquide provient des gra-
nulations se justifie par le fait qu’il possede les mémes propriétés de
coloration que celles-ci; il arrive méme parfois qu'on découvre, sous
le microscope, 'espace vide laissé par les granulations brisées (fig. 2).

I.e neulrophile se présente comme une glande pressée, ce
qui nous rappelle que Chauffard I'avait appelé une «glande mo-
nocellulaire », ou bien des «laboratoires ambulants dont chacun sécré-
tera, au moment et au lieu voulus, des ferments nécessaires » (14).

12



De la méme facon, lorsque nous écrasons intentionnellement
le neutrophile, en pressant une lame contre une autre, les granula-
tions se dispersent, mais quelques-unes seulement se brisent et
nous trouvons a coté de granulations entieres, d’autres, tout a fait
vides. Le liquide oxydasique sorti de ces granulations se trouve au
voisinage, visible par sa coloration bleue.

La rupture de la granulation du neutrophile produite par le
formol a la fixation du frottis, est d’autant plus intense que les
vapeurs sont plus concentrées ou I'exposition de plus longue durée.
Cependant, s1 nous soumettons & la fixation en méme temps des
lames de sang de différentes personnes, le phénomeéne dont nous
parlons est absent des lames de certaines personnes pour se trouver,
au contraire sur toutes les lames de sang d’autres personnes.

J’al également constaté que les hématies sont légérement tein-
tées de bleu dont le degré d’intensité varie selon les individus.

(Vest ce qui m’a conduit a I'hypothese qu’il existe une effusion
physiologique de l'oxydase du neutrophile qui est absorbée par
I’hématie, puisque le ton bleuté que celle-ci a acquis a les mémes
caractéristiques d’intensification par la chaleur, c¢’est-a-dire, arri-
vant au maximum & 75° et disparaissant a 10001,

I Permeltez-moi de citer quelques passages d’auteurs sur les caracté-
ristiques thermiques des enzymes:

F1essINGER (1). — «l.e chauffage pendant quelques secondes a lOge
détruit ces réactions; a 900 il les supprime en quelques minutes. La résis-
tance a I'action de la chaleur se montre enfin plus grande sur lame séche
qu'en milieu humide. »

Tnomas (15). — «On admet habituellement que les enzymes en solution
aqueuse sont inactivées par chauffage a 1009, et que cette destruction peut
étre considérée comme un critéere de 'action enzymatique. »

OpPPENHEIMER (16). — « Ein eigentiimlicher Fall ist der des Papains,
das bei 85° eine dusserst wirksame Aufspaltung von Eiweiss bewirkt, aber
dann sehr schnell zugrunde geht. Hier ist wahrscheinlich der momentane
Zustand des Substrates (Aufhebung der natirlichen Resistenz durch begin-
nende Koagulation) das Entscheidende fir die rapide Wirkung. Die « To-
tungstemperatur » wird nach Euler definiert als diejenige, bei der eine
Abnahme um 509, wéhrend einer Stunde erfolgt. Sie ist ebenso verschieden
wie die « Optimaltemperatur »; wiahrend fir Trypsin schon bei 300 starke
Schidigung angegeben wird, vertragen einige Oxydasen kurze Zeit die
Siedetemperatur, ebenso einige Bakterienproteasen. »
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PREUVES D’HYPEREFFUSION

Cinquanle personnes d’apparence saine el travaillant

Dates No | Initiales Résultat Dates No | Initiales Résultat
1942 1942
Octobre| 1| P.S. + | Octobre | 28 | J.M. e
1l 2] HK. — 20129 | B.M. +I+
"1 3| L.M. + 30 | M.P. —
8| 4| L.C. 1 31| B.S. +|+
ol D.S. + 32| A.S. -+
6| M.R.G. + 21 | 33| N.A. -
7! J.V. — 34 | N.F. e
8| H.P. - 35 | I.M. e
91 C.S. = 36| Y.C. +
10 10| C.B. b 37 | L.B. e
11| V.P. - 38| M.C. +|+
12{ N.V. -+ 39| D.B. -
13| L.O. — {0 | S.S. +|+
14| 14| A.C. _— 27 | 41 | L.N. —
15 H.B. + 42| E.M. +| +|+
16| A.P. — 13 | L.R. -
17 M.A. + 14 | E.S. +| 4| |+
18] V.M.V. . 15| F.P. +| |+
15| 19 W.R. <+ 16 | P.F.M. + |+
200 A.N.L. + 14 17 | I.S. —+| +|+
210 1. 1. — 18| O.C. -
221 1. S. N 29 | 49| L.C. -
17 | 23| A.V. 4[4 o0 | V.F. +| 4+
24| I.M.S. -+
20| O.8S. S RN
26 A.C. 44
27| L.C. + 4

Tableau 1.
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Par conséquent, ces taches d’oxydase signifieraient que les
membranes des granulations oxydasiques de ces neutrophiles
seralent plus fragiles que les autres, ce qui causerait une effu-
sion intensifiée d’oxydase: une hypereffusion.

Afin de pouvoir comparer entre eux les différents états d’hy-
pereffusion, il a fallu classifier les résultats de cette expérience de la
fagcon suivante: négatif (—), douteux (+), faible (4 ), moyen (4 +),
fort (+++), tres fort (++++) %

Avec l'intention de faire une enquéte sur I’hypereffusion en
soumettant a I’épreuve toutes les personnes apparemment normales
employées dans mon laboratoire, pour vérifier si ’hypereffusion
est en rapport direct avec le biotype, la race ou n'importe quelle
caractéristique individuelle, je faisais chaque jour quelques épreuves
et constatal, & ma grande surprise, que les résultats forts se pré-
sentaient par groupes, en véritables poussées, & certains jours
éloignés les uns des autres dans un rythme assez prononcé (voir
tableau n° 1).

Il en résulte qu’il doit y avoir un facteur extérieur dont tout
le monde subit I'influence sous forme d’intensification de I'hyper-
effusion d’oxydase. J’en cherchai en vain la cause dans la lumi-

1 Voici la description de 'épreuve d’hypereffusion:

Sur la lame représentée sur fig. 2, on voit une échelle d’hypereffusions
ou les hématies sans hypereffusion sont considérées comme ayant «0»
d’hypereffusion; celles présentant une légére hypereffusion sont classées
sous « 1 »; celles teintées nettement de bleu, dans leur partie concave ou
dans le liquide collé a elles, sont classées sous « 3 ».

On remarquera 8 champs sur chaque lame, bien distants les uns des
autres et dont 4 se trouvent en marge et 4 au centre. Chaque champ contient
un ou plusieurs neutrophiles. Le champ déja marqué doit étre remplacé par
un autre présentant une hypereffusion plus intense, éventuellement trouve
a proximité.

Classification des hypereffusions: irés forle (+ 4+ 4+ +4) — si tous les
champs présentent 3 d’hypereffusion ; forte (+ + +) — tousles champsn’ont
pas 3 d’hypereffusion mais quelques-uns en marge et au centre l'ont;
moyenne (4 +) — D'hypereffusion de I'intensité 3 apparait soit au centre,
soit aux bords, mais pas partout; la moindre intensité est 1; faible (+4) —
aucun champ ne présente 3 d’hypereffusion; on trouve 2 sur plusieurs ou
sur tous; douleuse () — l'un ou l'autre champ présentent 1 d’hypereffu-
sion; négative (—) — tous les champs ont 0 d’hypereffusion.
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nosité, I'humidité, les décharges électriques, les taches solaires,
etc. (est enfin dans la pression atmosphérique que je constatai
un certain rapport.

Sur fig. 3 on verra que, compte tenu de la stabilité ou insta-
bilité de l'individu, I'épreuve d’hypereffusion s’intensifie lorsque
la pression barométrique baisse.

Lorsque la pression diminue. l'enveloppe des granulations
arrivées a4 maturité se brise.

S1 ce raisonnement est juste, 1l devrait étre possible d’obtenir
une hypereffusion intense en placant un animal dans un vacuum
relatif. Prenons un des exemples de mes archives (fig. 4) et nous
verrons deux rats du méme dge: « A» n’a pas subi de décompres-
sion, « B » 'a subie 60 fois, a 60 jours consécutifs. L.e neutrophile
du rat A est rempli d’oxydase et ses hématies sont peu colorées,
tandis qu’on observe le contraire chez B, chez qui nous rencontrons
un neutrophile avec hypereffusion paroxystique, c¢’est-a-dire com-
plete, présentant « 0 » d’oxvdase et, par contre, des hématies anor-
malement riches en oxydase et, par conséquent, teintées avec in-
tensité. Le sang des deux rats, cependant, avait été pris en méme
temps, mis sur la méme lame et coloré ensemble.

Le résultat identique, oblenu avec le singe, est représenté sur la
fig. 5, qui montre une hypereffusion paroxystique, ainsi que chez
I’homme qui atteint une altitude de 3500 meétres par avion, en mon-
tée rapide. Les lames de sang de I'homme, prises avant le vol, &
1000 meétres et a 3500 metres, ont été colorées ensemble, comme
celles du singe.

Le résultat de I'un des vols expérimentaux effectués officiel-
lement par la Force Aérienne du Brésil, se trouve sur la fig. 6,
ou 'on vérifie que, chez la plupart des personnes, 'oxydase leuco-
cytaire baisse rapidement, & mesure que 'avion monte.

Il est connu qu’une glycolyse se produit dans le sang apres
son extraction. Comparant ce phénomeéne dans du sang leucémique,
lvmphoide et myéloide, Sorrer et WINTROBE (19) ont tiré la con-
clusion que les neutrophiles ont leur part a la glycolyse. Done, si
I'action du neutrophile était causée par 'oxydase, il devrait y avoir
une baisse de glycémie pendant I'hypereffusion. C’est, en effet,
ce que confirme la fig. 6. Presque tous avaient de la glycolyse et
I'un d’eux atteignait I’hypoglycémie (J). Le seul individu sans baisse



B

Fic. 4.

0 m. 1000 m. 3500 .

Homme: Vol d’altitude.

760 mm. 602 mm. 254 mm,

Singe: Essai d2 décompression,

Fre. 5
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d’oxydase leucocytaire pendant la premicre phase du vol (G) est
aussi le seul sans baisse de glycose.

Il serait intéressant d’observer si une hypereffusion similaire
et la glycolyse correspondante se produisent chez les olseaux pen-
dant le vol, ¢’est-a-dire, quand ils sont soumis & une dépression.
Afin d’obtenir des conditions expérimentales comparables entre
mammiféres et olseaux, on s'est servi, comme oiseau, du vautour

===} NON DECOMPRIMES ===} DECOMPRIMES
0IS€ALX MAMMIFERES
OXYDASE 59, (VAUTOUR) . (CHAVVE-SOURIS)
OXYDASE |07} ol
GRANULOCYTIQUE 205}
(MOYENNE PAR |03}
100 GRANULOCYTES) | .
(0 [rmmmmmmmmmene,
GLYCEMIE  (40f— "~
sof
I F
207
1.0 |_DECOMPRESSION  DECOMPREssion
0 60 MINUTES 120 0 60 MINUTES 120
Fie. 7.

(Coragyps atratus feetus) qui vole & grande altitude, et comme
mammiféere, du seul animal de cette catégorie qui vole, quoique &
petite altitude seulement : la chauve-souris (Molossus rufus). La fig. 7
démontre que, chez le mammifére qui avait une hypereffusion, il
s’est également produit une glycolyse, tandis que chez les oiseaux,
il n'y avait ni hypereffusion, ni glycolyse.

Cette adaptation naturelle de 'oiseau au vol se trouve expli-
quée sur la fig. 8: des échantillons de sang de mammiferes et d’oi-
seaux sont comparés, apres avoir été traités par le mordant, seu-
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lement sur la moitié de chaque champ microscopique, pour que l'on
puisse vérifier, par la comparaison des deux moitiés, ou se trouve
la différence, c¢’est-a-dire, dans quelles cellules est localisée I’'oxydase.
On observe que chez les mammiferes, 'oxydase se trouve dans les
neutrophiles, tandis que chez les oiseaux, elle est déja placée dans
les hématies, de fagon que la dépression atmosphérique n’y peut
provoquer aucune hypereffusion, étant donné qu’il n'y a presque
pas d’enzyme dans le leucocyte (18 et 20).

La glycolyse observée chez les mammiferes a la suite de I'hy-
pereffusion produite par les dépressions atmosphériques m’a amené
a suggérer a la Doctoresse Clotilde Souto Maior de faire la vérification
de ce phénomeéne chez des personnes diabétiques (9). En effet, on
verra sur la fig. 9 que hypereffusion et glycémie se correspondent en
sens inverse, ¢’est-a4-dire que I'hypereffusion augmente lorsque I'hy-
perglycémie diminue et vice-versa, en méme temps ou peu apres.

Tout cet ensemble de faits m’a conduit a la conclusion que
I'effusion oxydasique est un phénomeéne soumis & un rythme par-
faitement physiologique. D’ailleurs, ce phénoméne diminue aux
deux moments de maximum de pression atmosphérique (a 10 heu-
res et 4 22 heures), pour s’intensifier aux deux moments de mini-
mum de pression (4 6 heures et & 18 heures), chaque jour (tableau
no 2).

PREUVE D’HYPEREFFUSION

Varialion suivant [ heure

(1 heure avant le premier maximum barométrique
et 1 heure apres le deuxiéme minimum)

Date Hr%”‘ C. S, H. K. E. 8. L.C. | H.M.
30.3.43 ¥ + -+ + -+ e il L s
17| 44+ ++++ +4+| ++ +
31343 | 9 TaN 4 +| 44 n
17 | +4+++| +4++|++++]| £ |+++

Tableau 2.
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A coté de ce rythme di aux baisses de pression exlérieure,
les granulations sont périodiquement sujettes &4 des pressurages,
dans les moments du passage du neutrophile par le capillaire. Si
nous examinons sur fond obscur le mésentere du rat, avec 'objectif
d’immersion (Planche I), nous comprendrons mieux: les capillaires
sont plus fins que les hématies et par la beaucoup plus fins que le

Fic. 10.

neutrophile qui, prenant la forme d’un cylindre, passe écrasé (fig. 10)
en laissant naturellement son oxydase dans les hématies qui le
poussent 1.

J’arrive maintenant a ce que j'appelle 'oxydase érythrocy-
tique, c’est-a-dire, 'oxydase qui se rencontre a la périphérie de
I’érythrocyte.

Le simple examen des lames permet de concevoir son existence,

1 C’est peut-étre i cause du liquide poisseux que les hématies recoivent
a ce moment-la, a leur surface, qu’elles s’agglutinent en forme de pile de
monnaie.



— 190 —

puisque, comme 1l est mentionné plus haut, quand les lames pro-
venant de personnes différentes sont colorées ensemble, on ob-
serve que les hématies prennent un ton légérement bleuté et
d’Intensité variée selon les personnes.

Cependant, la preuve de l'existence réelle de l'oxydase éry-
throcytique peut étre obtenue par la préparation d’un champ mi-

croscopique divisé en quatre parties égales, dont deux recoivent
le mordant d’alpha-naphtol, tandis que les deux autres recoivent
ensuite le violet de gentiane (fig. 11).

On obtient ainsi sur un seul champ: a) des hématies sans
aucun traitement, ) des hématies qui ont recu du mordant seu-
lement, ¢) des hématies traitées par le violet de gentiane, et d) des
hématies traitées par le mordant et le violet de gentiane. On obser-
vera que seules ces dernieres (d) présentent une différence nette
de coloration wvis-a-vis des autres; cette différence est encore
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intensifiée quand le frottis a d’abord été chauffé 4 750, mais elle dis-
parait au cas ou la chaleur a atteint 10009 pour quelque temps.

Pour vérifier si 'oxydase érythrocytique provient du neutro-
phile, il a fallu démontrer que 'enzyme diminue dans celui-ci quand
il augmente dans les globules rouges. Les fig. 4 et 5 donnent déja
une i1dée dans ce sens, mais pour obtenir une confirmation numéri-
que, il ¢tait indispensable de créer aussi un procédé capable de
mesurer 'oxydase dans les globules rouges. |

Ce procédé, je l'ai trouvé en mesurant par un (,le(,trophoto~
metre la différence de couleur entre les hémalies traitées et les au-
tres. Le risultat obtenu exprime en micro-amperes 'oxydase éry-
throcytique. La technique de coloration et de mensuration est expli-
quce dans une annexe a ce travail.

Nom ' ()xydas«_e Hémoglobine Hématies
¢rythrocytique : p/mm.
N.V. 50,0 74%, 3 700 000
A.T.N. 47.5 869 4260 000
I.5.8. 47,5 68 %, 3 H60 000
AA. 47,0 809, 4 100 000
M.L.S. 15,0 639, 3595 000
M.S.D. 15,0 409, 2100 000
L.R. 14,0 769, 3900 000
D.S.S. 14,0 689, 3 400 000
ARES N 44,0 00 %, 2 580 000
O.M. 13,0 609, 3 150 000
R.A.S. 425 849/, 1250 000
AALG, 42.5 44 9, 2 300 000
R.C.8. 42,0 66 %, 3 395 000
Tableau 3.

Cette valeur s’obtient sans tenir compte de la richesse en
olobules rouges ou en hémoglobine, comme le démontre le tableau
n° 3, ot nous rencontrons d’une part, des individus avec 409%
d’hémoglobine et 45 d'oxydase, et d’autre part, quelqu'un avec
849%, d’hémoglobine et seulement 425 d’oxydase érythrocytique.
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I.a méme inégalité existe en ce qui concerne le nombre d’hématies,
car l'individu le plus riche en oxydase érythrocytique n’est que le
cinquiéme en ce qui concerne les globules rouges.

En éliminant les neutrophiles par centrifugation, I’on constate
que leur oxydase n’a aucune influence sur le résultat, vu leur petit
nombre par rapport aux masses d’hématies.

Pendant un mois, I'oxydase érythrocytique a été déterminée
chez quelques personnes, tous les jours aux mémes heures. Pour
le résultat, voir fig. 12: on y découvre les mémes variations quo-
tidiennes qu’aux hypereffusions, c’est-a-dire que, lorsque la pres-
sion atmosphérique diminue, 'oxydase érythrocytique augmente.
LLa variation atmosphérique qui appauvrit le leucocyte enrichit
le globule rouge. Il est donc logique de dire que 'oxydase provenant
du neutrophile se dirige vers I’hématie.

Voici un autre aspect de la matiere qui attira mon attention:
Nous avons vu (fig. 3) que pour une baisse de pression identique,
I’hypereffusion est d’une intensité variable selon les individus plus
ou moins stables. D’accord avec ce que J’al exposé dans un travail
précédent, j’al admis que la stabilité est en relation avec le fonc-
tionnement tyroidien (17). Il fallait pourtant faire une étude plus
approfondie des causes de la maturation des granulations.

Il est connu que les granulations ont des lipides (1). Si nous
admettons que ces lipides participent & la composition de 'enve-
loppe de la granulation, comme c’est le cas chez les bacilles acido-
alcool-résistants, nous pouvons supposer que cette enveloppe est
affaiblie par la lyse qu’effectue la lipase venue du lymphocyte.

A. P. Seabra m’avait suggéré que, dans ce cas, les granulations
des neutrophiles devraient également étre colorées par la méthode
de Ziehl. Il était difficile de vérifier cetlte suggestion, étant donné
que l'acide les détruit. Cependant, avec une petite altération de
la technique de Ziehl?1, il a été possible de démontrer qu'en effet,
dans le sang, seules les granulations des neutrophiles sont acido-
alcool-résistants.

1 Voici comment les lames ont été teintes: Fixer la lame aux vapeurs
de formol pendant 4 minutes, la tremper ensuite dans la fuchsine de Ziehl
et laisser reposer jusqu’au lendemain. LLa laver alors sous eau courante et
décolorer avec de I'alcool absolu additionné de 0,59, d’acide nitrique 1,40.
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Déja Calmette pensait que les bacilles de la tuberculose pro-
duisent une substance qui détruit la lipase du lymphocyte et qu’il
appelait « antilécitinase ». (21) Cette substance a été bien démontrée
— sous le nom d’«antilipase » — par Ryana (22) et est actuelle-
ment appelée généralement «facteur » P (23). (Cest pourquoi le
sang du tuberculeux est pauvre en lipase, ce qui a été confirmé
par une littérature abondante et peut étre constaté également
sur la fig. 14 de ce travail.

Or, s’il est vrai que la lipase lyvmphocytique est un facteur
de maturation pour les granulations du neutrophile, on devrait
observer un ralentissement de cette maturation chez les tubercu-
leux. Etant donné que les granulations se brisent moins facilement
chez les tuberculeux, ceux-ci, par conséquent, devraient conserver
davantage d’oxydase dans leurs neutrophiles. (Cest exactement
ce que démontre la fig. 13.

En conséquence, le tuberculeux apparait appauvri en oxydase
érythrocytique, comme le démontre la fig. 12, ou les résultats
fournis par les individus d’apparence normale se rangent nettement
du coté droit du tableau, et ceux des tuberculeux avancés se trou-
vent en général du coté gauche. D’autres séries d’épreuves ont donné
des résultats similaires.

Afin de me rendre compte si la baisse en oxydase dans le glo-
bule rouge du sang du tuberculeux est en rapport avec des phéno-
menes respiratoires ou avec la nature du bacille, j’ai fait des tests
pendant la crise anoxémique de malades asthmatiques non tuber-
culeux et celle de malades victimes d’un autre bacille acido-alcool-
résistant, le bacille de Hansen. Chez les asthmatiques, 'oxydase
érythrocytique était plus élevée qu’a la normale, tandis que chez
les lépreux, elle était aussi basse que chez les tuberculeux. Ici repo-
sent, sans doute, des possibilités de diagnostic et de prognostic tres
importantes, mais pas encore completement exploitées (23, 24).

LLa comparaison de ces phénomenes chez les tuberculeux
(fig. 13) et chez I'aviateur (fig. 5 et 6) confirme la corrélation
physiologique représentée sur la fig. 1.
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ANNEXE

Détermination de la valeur de I'oxydase érvthrocytique.

Les détails pratiques de la méthode pour la détermination de
la valeur de 'oxyvdase érythrocytique tels qu’ils étaient représentés
a Mexico le 23 juillet 1946 n’étaient plus les mémes que ceux pré-

Fic. 14.

sentés & San Francisco le 27 juin 1946. A présent (avril 1948), les
modifications sont beaucoup plus nombreuses et la technique n’est
pas encore définitive, étant donné que je la simplifie sans cesse,
cherchant a éliminer les sources d’erreurs et & augmenter la diffé-
rence numérique entre le sang normal et le sang pathologique, vu
que les chiffres sont purement comparatifs.

Les lames destinées a recevoir les frottis doivent étre rigou-
reusement propres 1.

1Les lames doivent étre frottées avec un chiffon mouillé dans de la
lessive « Bon-Ami », lavées a I'eau courante et laissées un jour dans un me-
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Le frottis doit commencer plutot épais pour s’amincir ensuite
jusqu’a ne plus exister par manque de sang, comme on le voit
sur fig. 14, ou quatre lames se trouvent dans les dispositifs actuel-
lement en usage.

Coloralion : a) fixer les frottis dans l'alcool absolu pendant
6 minutes; b) laisser sécher 30 minutes; ¢) fixer dans une solution
aqueuse de formol & 5% pendant 5 secondes; d) laisser sécher
30 minutes; ¢) placer les lames dans du mordant a4 379, pendant
30 minutes; f) siphonner le mordant; ¢) plonger immédiatement
les lames dans 'alcool et dans l'eau distillée 1 minute respecti-
vement ; h) metlre de suite dans la genliane ammoniacale!, dans
I’étuve a 37°, pendant 4 heures.

La gentiane ammoniacale doit étre placée dans une cuvette,
en quantité suffisante pour atteindre une hauteur de 35 cm., et
les lames sont placées horizontalement.

[.’alcool, le formol, le mordant et la cuvette doivent étre mis
auparavant dans I'¢tuve a 379, pendant 145 heure, pour le moins.
Les lames sonl fixées et séchées dans I'étuve a 370,

l.a lecture se fait le lendemain.

Eleclro-pholometre (fig. 15): 11 est construit de facon a ce que
la lumicre d’une lampe de 100 Watts a ), passe par le condensateur
b ), soit refroidie au ballon ¢ ), réglée par le diaphragme d ), filtrée par
I’écran en verre coloré ¢), passe par 'ouverture de 10 mm. de dia-
metre et tombe sur la lame avec le frottis de sang [), pour étre
recue par la cellule photo-électrique ¢), qui la transforme en élec-
tricité, mesurée par le micro-ampceremetre /).

Filtres : On se sert de deux filtres: «) bleu (de trichromie
Ilford) et b) vert (de trichromie Ilford).

Calibrage : Avec le filtre bleu, on illumine un point de la lame
qui ne contient pas de sang, diaphragmant de facon & marquer

lange sulfo-chromique. Le lendemain, elles sont lavées a l'eau courante,
a I'eau distillée et ensuite essuyées dans un chiffon lavé au savon de Mar-
seille.

1 La gentiane (0,002°%) ammoniacale s’obtient par la dissolution, sur
place, de 1 cc. de la solution utilisée par la méthode de Lcele-Sabra dans
200 ce. d’eau distillée a laquelle on a ajouté 0,22 ce. d’ammoniac (0,925).
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50 microamperes; on déplace la lame vers une zone ou l'épaisseur
du frottis fait tomber 'aiguille 4 30. La lecture de toutes les lames
est faite avec ce calibre 30, afin d’utiliser toujours la méme épais-
seur de sang.

Lecture : Sans déplacer la lame, on remplace le filtre bleu par
le vert et I'on note le nombre de microampéres qui manquent
pour faire 150. Par exemple, s’il en manque 35, on dit que 'oxydase
érylhrocylique correspond & 35 microamperes.

Fic. 16.

A la fig. 16, i1l y a deux lames éclairées sur des points ou elles
ont le calibre 30: a) avec le filtre bleu, qui élimine presque compleé-
tement la coloration des lames, montrant qu’a ces points-la elles
ont la méme densité ou opacité; b) sans filtre ; la différence de cou-
leur montre la différence en oxydase érythrocytique; ¢) cette diffé-
rence apparait intensifiée sous le filtre vert qui facilite ainsi la lec-
ture dans I'électrophotometre. La lame supérieure présente une
oxvdase érythrocytique correspondant & 52 microamperes, et la
lame inférieure une oxydase correspondant a 33.
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RESUME

[LoELE avail réussi & trouver une coloration stable indiquant
I'oxydase, sur les frottis de sang. [.’auteur, modifiant cette méthode,
a obtenu une relation entre 'intensité de la couleur et la richesse en
oxydase du neutrophile. (Vest ainsi qu’il a créé I'Indice d’Oxydase
sur lequel sont basés de nombreux travaux par des auteurs de diffé-
rents pays. [L’auteur a constaté que I'oxydase sort physiologique-
ment du neutrophile et se dirige vers I'hématie, a travers le plasma:
c’est ce qu’il appelle I'effusion oxydasique qui se transforme en
hypereffusion durant les dépressions atmosphériques. Une telle
hypereffusion est observée pendant la montée rapide des avions,
ce qui a été confirmé lors de différents vols expérimentaux de la
Force Aérienne du Brésil. Cect est important, étant donné que 'hy-
pereffusion oxydasique a un effel hypoglycémiant.

L.e méme fait ne se vérifie pas chez les oiseaux, car ceux-ci ont
une adaptation naturelle: chez eux, 'oxydase se trouve déja dans
I’hématie, au lieu de se trouver dans le neutrophile, comme c’est
le cas chez I'homme,

Pour que la granulation oxydasique se brise, 1l faut que sa
membrane soit arrivée a maturité, ce qui est dii en partie a la
lipase produite par le lymphocyte. Par conséquent, chez le tuber-
culeux, pauvre en lipase, le neutrophile apparait enricht d’oxydase
tandis que I’hématie en est appauvrie.

I.a méthode électro-photométrique qui permet a l'auteur de
doser 'oxydase érythrocytique, est décrite dans I'annexe.
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