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ESTUDIOS CLINICO-BIOQUIMICOS SOBRE LA ENZIMO-
PATIA POR DEFICIT DE GLUCOSA-6-FOSFATO-DEHI-
DROGENASA

por el Doctor José Rico Irles
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1
INTRODUCCION

El fermento glucosa-6-fosfato-dehidrogenasa (Gl-6-FDH) es
conocido desde 1927 tras las investigaciones de Warburg v su
escuela en los organismos animales. Sin embargo, su investiga-
cién fue durante muchos afios objeto exclusivo de interés de
laboratorios experimentales. Una serie de hechos clinicos cono-
cidos desde tiempo atrds han venido a relacionarse dltimamente
con el estudio de este enzima.

Recordemos el adagio atribuido a Pitdgoras: «Librate de las
habas», debido al parecer al conocimiento de los peligros de
hemolisis que podian sobrevenir en algunos sujetos que las in-
gerfan. La primera afirmacién clara sobre la relacién entre la
ingesta de habas verdes y la aparicién de una ictericia parece
que fue hecha por un portugués, Manuel Pereira de Mira Franco,
en 1843. Otros autores italianos (Mule Bertolo, Morici, etc.)
estudiaron detenidamente este fenémeno y demostraron que no
sélo se podia producir una hemolisis intravascular con la inges-
tién de habas verdes, sino también con la simple inhalacién del
polen de la planta. También se llamé pronto la atencién sobre
el hecho de que se trataba de una enfermedad hereditaria. En
1894, Montano propone por vez primera el nombre de «favismo»
para designar este cuadro, afirmando la importancia de la exis-
tencia de dos factores, a saber: una causa predisponente (idiosin-
crasia individual) y un factor desencadenante (la ingestién de
habas). Finalmente, el autor defendia la importancia etiolégica
de un hipotético principio quimico, téxico, no bacteriano, con-
tenido en las habas (citado por De Toni).

En 1896, Pucci observé en 7 enfermos de favismo que 4 de
ellos sufrieron crisis hemoliticas tras la ingestién de quinina; en
los 3 restantes se acentuaba el cuadro previo de favismo. Obser-
vaciones andlogas también fueron comunicadas por Conti y Au-
ricchio en 1944 y 1945, respectivamente.
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14 Estudios médicos vy bioldgicos

En 1926, Cordes llamé la atencién sobre las crisis hemoliti-
cas sufridas por la poblacién negra de los Estados Unidos tras
la administracién de antipalidicos de sintesis. Alving, en 1952,
vuelve a ocuparse de este problema, llegando a afirmar que ad-
ministrar una dosis de primaquina de 30 mgr./dia sin control
médico constituye una imprudencia que el médico no debe co-
meter, En 1953 el autor anterior, junto con Beutler, Dearn y
Carson, entre otros, inician una serie de investigaciones siste-
mdticas para esclarecer el mecanismo de las «anemias hemoliti-
cas tras ingestién de primaquina». Era sabido que la primaquina
y otros antipalidicos de sintesis derivados de la 8-amino-quino-
leina administrados aun en dosis terapéuticas, si bien se toleraban
perfectamente por la mayor parte de la poblacidn, eran capaces,
sin embargo, de desencadenar crisis hemoliticas agudas en un
reducido nimero de sujetos, evidentemente predispuestos. Por
otra parte, esta predisposicién afecta a un nimero muy superior
de individuos de raza negra respecto a los de raza blanca o
caucdsica. Todas estas investigaciones llevaron a revelar la exis-
tencia de una sensibilidad especial en los eritrocitos de los suje-
tos predispuestos a estas crisis hemoliticas. Beutler. Dearn y
Alving apreciaron también que la hemolisis se producia precisa
o preferentemente en los hematies de mds edad, o mds viejos.
También aportaron la observacién de que en periodo previo a la
hemolisis los eritrocitos sensibles presentan, al observarlos mi-
croscépicamente, unos corpusculos, ya descritos por Heinz, que
desaparecen rdpidamente con la progresion de la anemia. Por
dltimo, siempre refiriéndonos a los anteriores autores, los eritro-
citos primaquin-sensibles tenian un contenido en glutation redu-
cido (GSH) claramente inferior al de los hematies normales en
cantidad; que, ademds, tendia a desaparecer ripidamente cuando
se sometian a incubacién en una solucién glucosa de acetil-fenil-
hidrazina (AFH). De aqui la importancia, destacada por estos
autores, de la determinacién de GSH en condiciones basales v
tras incubacion en AFH en la deteccion de este tipo de anemias
(test de Beutler).

Carson y colaboradores estudiaron, por otra parte, el com-
portamiento enzimdtico de los hematies de estos pacientes prima-
quin-sensibles. De ello salié al descubierto la existencia en los
mismos de un defecto en la actividad del enzima GI-6-FDH eri-
trocitaria, hecho comprobado después undnimemente por otros
muchos autores.

Por tltimo, y como nexo de unién con lo anterior, los estu-
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Enzimopatia por déficit de Gl-6-FDH 15

dios de Sansone y colaboradores, Larizza y colaboradores, Lohr,
Waller y colaboradores, Zinkhan y colaboradores, Szeinberg y
colaboradores y otros, pusieron de manifiesto que en los suje-
tos afectos de favismo existia un sustrato patolégico de la
misma naturaleza que el encontrado en los sujetos primaquin-
sensibles: es decir, un déficit probable en la cuantia de GSH
de sus bematies, una gran inestabilidad del GSH tras la incuba-
cién en AFH; y sobre todo, un defecto enzimitico en la acti-
vidad de la GI-6-FDH eritrocitaria.

Desistimos de continuar con la historia de estos conoci-
mientos. Remitimos a los interesados a las publicaciones de
Beutler (en Metabolopatias hereditarias, 20), De Toni (54) o
de nosotros mismos (Rico Irles, 161).
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EXTENSION GEOGRAFICA DEL DEFECTO

El déficit enzimdtico por Gl-6-FDH estd ampliamente repar-
tido por todo el globo, calculdndose que afecta a unos 100 millo-
nes de personas (98). Ha sido encontrado entre los negros de
los Estados Unidos con alta incidencia (34, 88); en grupos de
poblacién no seleccionada del mismo pais (98); en Cerdena,
tradicionalmente endémica en cuadros de favismo (117, 162,
179, 170); en Israel y en grupos judios diseminados por todo
el mundo (kurdos, sefarditas, etc.) (34, 197); en Africa Orien-
tal, Occidental v del Sur (2, 3, 4, 82, 83, 180, 41, 136), asi
como en Madagascar (61). En el Norte de Africa no conocemos
la publicacién de casos autéctonos: uno reconocido era de ori-
gen espanol, y otro, sardo (79, 176). En Asia se ha encontrado
el defecto en el Libano (199), Arabia Saudita (80), Irdn (208),
India (142), Tailandia (108), Indochina (216), Java, Nueva Gui-
nea, Filipinas (101, 68) y China (16, 39). En Europa, aparte
de Ttalia (con extensas comunicaciones: 87, 110, 111, 112, 113,
128, 172, 174, etc.), se ha descrito algin caso en Francia (40,
206) y en Inglaterra (38, 68). También en Alemania y en Suiza
(78, 138), aunque en estos casos hay antecedentes meditetrdneos.
Abundantes observaciones hay también en Grecia (43, 44, 62,
72, 188, 217). En México se ha publicado un caso de origen
sefardita (119).

No se ha observado el defecto entre japoneses, australianos
aborigenes, ni entre los pieles rojas de los Estados Unidos
(citado en 161).

En Espafia era conocido clinicamente el favismo (muy bien
estudiado por Pedro Pons y Surinyach Oller en la poblacién
balear, y por Dfaz Calero en la provincia de Milaga, 150, 55).
Sin embargo, no existia ninglin estudio bioquimico de este pro-
ceso. Las primeras publicaciones en este sentido se deben a
Peldez Redondo, Rico Irles v Mora Lara (140, 141, 151, 160),
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Enzimopatia por déficit de Gl-6-FDH 17

publicaciones que constituyen el antecedente inmediato del es-
tudio que ahora presentamos.

De estas investigaciones sobre grandes masas de poblacién
parecen resaltar dos hechos:

1) El diverso porcentaje del trastorno segiin los grupos
étnicos. La mayor incidencia del trastorno se da entre los judios
kurdos (60 % de ellos presentan déficit enzimatico, no el cuadro
clinico). En otros grupos de origen no mediterrdneo la incidencia
es escasamente del 1 por 100. Entre la poblacién griega los estu-
dios revelan una incidencia entre el 4 y 10 por 100.

2) El 4rea de distribucién del trastorno es superponible con
las zonas de extensién de otros defectos conocidos de mds anti-
guo: la anemia drepanocitica, talasemia y malaria. La coinciden-
cia en especial con esta tltima afeccién sugiere que la enzimo-
patia fuese un mecanismo atdvico de defensa del organismo
humano frente a la infeccién por plasmodium. No obstante,
la explicacién parece ser mucho méds compleja (102, 108).
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CLINICA DEL DEFECTO

El defecto hereditario por déficit en Gl-6-FDH se traduce
clinicamente por una serie de cuadros que exponemos con la
mayor brevedad. Una vez mds, para mds detallada exposicién
remitimos a otros estudios previos (20, 54, 161).

Accidentes  hemoliticos agudos por ingestion de un deter-
minado fdrmaco (antipalidicos de sintesis y otros muchos ulte-
riormente descubiertos) o sustancia vegetal (habas principal-
mente, y en mucha menor frecuencia, garbanzos, guisantes e in-
cluso higos chumbos), que actin como desencadenantes, Este
es el caso de las anemias hemoliticas agudas por primaquina o
del favismo. Fisiopatolégicamente hay, sin embargo, diferencias
importantes entre estos dos cuadros: en las anemias por prima-
uina existe casi una relacién causa-efecto entre la existencia
gel fallo enzimdtico y la toma del preparado. En los sujetos
fdvicos, con gran frecuencia se descubren individuos portadores
de la tara enzimdtica que, sin embargo, y a pesar de haber
ingerido habas frescas varias veces en su vida nunca sufrieron
una crisis hemolitica. Esto parece indicar que en estas personas
no sélo existe el defecto a nivel del hematie, sino que, ademis,
el desencadenamiento de la crisis estd también condicionado a
un factor desconocido, posiblemente plasmopitico, como ya
apuntaba Surinyach Oller (150). En una de nuestras publicacio-
nes previas ya anotdbamos también nosotros esta observacién
clinico-bioquimica (160).

Anemias bemoliticas crénicas no esferociticas. Son cuadros
clinicos mds acusados que los anteriores en su duracién, exten-
sién e intensidad. En estos casos los sujetos, junto a las circuns-
tancias desencadenantes anteriormente expuestas, pueden sufrir
crisis hemoliticas sin una causa externa aparente.

Hepatopatias de evolucion crénica y déficit de Gl-6-FDH.
Publicaciones muy recientes indican la coincidencia de hepatitis
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Enzimopatia por déficit de GI-6-FDH 19

de evolucién crénica o con tendencia a cursar con cuadros ané-
micos; o bien de cirrosis hepiticas, junto con el defecto. Se
discute en la actualidad si se trata de simple incidencia del de-
fecto en personas afectas con este otro cuadro hepdtico: o si se
trata mds bien de una forma clinica especial que traduzca una
nueva mutante genética del defecto enzimitico.

Ictericia hemolitica del recién nacido. En estos casos habia
antecedentes hereditarios del defecto enzimdtico y en ellos mis-
mos se pudo comprobar el trastorno de sus hematies.

Herencia del defecto. Clinicamente pudo comprobarse, ya
mucho antes de que las investigaciones bioquimicas lo corrobora-
ran, que se trata de una afeccién de cardcter hereditario, posible-
mente dominante incompleta y transmitida a través del cromo-
soma sexual X. Se trata en suma de una enzimopatia hereditaria
que reviste formas clinicas variadas (Larizza, Motulski, Childs y
Zinkhan, etc., 112, 142, 42).

El deseo de conocer, ante todo, la incidencia de la enzimo-
patia por déficit de GI-6-FDH entre la poblacién espaiiola, ast
como sus caracteres especiales y expresion clinica entre nos-
otros, es lo que nos ba llevado a realizar esta investigacién labo-
riosa, que exponemos seguidamente con detalle.
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MATERIAL Y METODOS

Fue sometido a este estudio un total de 1.002 personas de
ambos sexos, de edades comprendidas entre los 30 difas de vida
y los 100 afios (en un caso concreto). La mayor parte de esta
poblacién es de edades comprendidas entre los 20 y 40 afios.

El origen de este grupo de personas es diverso, a saber:

@) 401 personas son voluntarios (médicos, enfermeras, estu-
diantes de Medicina, donantes de sangre), asi como convalecien-
tes plenamente recuperados a los que clinicamente podiamos
considerar como sanos.

b) 573 son pacientes encamados en el Hospital Clinico de
San Cecilio, de la Facultad de Medicina de Granada, por diversos
motivos. Unicamente fueron incluidos en este estudio aquellos
que tenian un diagndstico claramente establecido. El reparto nu-
mérico de enfermos estudiados con arreglo a su afeccién es como

sigue:

Hepatopatfas (hepatitis, cirrosis, etcétera) ... ... ... ... 56 pacientes
Malignomas (tumores s6lidos) ... ... ... cov cov vee ver cen e 61 »
Diabetes y otras endocrmupa:fas 45 »
Afecciones renales ... ... PR P R e 36 »
Afecciones pleumpu]monares et »
Procesos digestivos ... ... P e AR i s e 83 »
Infecciones v fiebre SBAPATROI. g W6 R o = er i s el 42 »
Artritis reumatoide y lupus EHILEMAtos0 ... vov 1o ver vre o 32 »
Afecciones varias ... ... I T R SR R S = 7 | »
Afecciones hematologmss y TEtiCUlOSIS vvr v rr e aen o 37 »

¢) 28 personas mds fueron estudiadas, bien por haber in-
gresado directamente con la fuerte sospecha de padecer una forma
clinica del defecto por Gl-6-FDH, bien por ser familiares de estos
pacientes en los cuales pudo evidenciarse el defecto; 5 familias
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completas pudieron ser estudiadas en todos o casi todos sus
miembros. En 3 de ellas uno de sus miembros tuvo una crisis
hemolitica aguda, que dio lugar a su diagndstico y ulterior ex-
ploracién en los demds familiares: se trataba de un déficit de
Gl-6-FDH. En otra mds, la madre de la familia, portadora de
una cirrosis alcohdlica y una anemia megalobldstica, encamada
en nuestros servicios, fue el origen para el descubrimiento de
una forma crénica del defecto. Otra familia incluida en nuestro
estudio es portadora de una talassemia minor y fue reconocida a
través de una subictericia crénica que portaba la madre y que la
llevé a nuestra consulta privada. Por las relaciones entre esta
hemopatia y el déficit GI-6-FDH la hemos incluido en el presente
estudio.

El 98 por 100 de las personas estudiadas son de la provincia
de Granada. Muy pocos pacientes proceden de provincias limi-
trofes (Jaén, Almeria, Malaga, Cérdoba), un paciente es nacido
en Madrid y otro paciente, que ingresé en nuestra clinica con
un caso de anemia hemolitica aguda por favismo, es un estudiante

FICHA UTILIZADA SISTEMATICAMENTE EN NUESTRAS
INVESTIGACIONES

Nombre: -

MNotiralaza mene s

Enfermedad actual

Antec. personales

Hematles s Hemoglobing -
Gl-6-FBH: Visual wnsemns ESPOCn, cssnmmmminn
GSH: Simples wamician. BB Hessasmnaians
Observaciones:
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22 Estudios médicos y bioldgicos

de Medicina de nuestra Facultad nacido en Amman (Jordania).
En todos estos sujetos se han realizado 1.620 determinaciones
especiales relacionadas con el estudio de la enzimopatia Gl-6-FDH:
814 tests visuales de despistaje, 806 determinaciones de GSH
y test de Beutler y 28 determinaciones espectrofotométricas de
Gl-6-FDH en el grupo de familias estudiadas, aparte los estudios
hematolégicos de otra indole o las determinaciones de rutina.

Los métodos utilizados en nuestro estudio han sido los si-
guientes:

TEST VISUAL DE DESPISTAJE (Screening Test, segin Motulski,
modificado por Tonz y Betke, 202).

Para la deteccion del defecto en Gl-6-FDH en hematies en
grandes masas de poblacién, Los resultados son semicuantitativos,
pero permiten el reconocimiento o al menos presuncién de la
existencia de homo y heterozigotos.

Reactivos:

— Tris-Puffer 50 mM, pH 7°5.

— Glucosa-6-Fosfato, sal sédica, solucién mM.
— TPN, solucién 0’65 mM.

— Azul de metileno, solucién 10—3 M.

Metédica:

En un tubo de 0,5 cm. de didmetro, siempre por partida
doble, incluir:

— Hemolizado, 1,0 ml. (sangre citratada o heparinizada, 0,05
en 3 ml ad.).

— Puffer, 0,2 ml.

— TPN, 0.1 ml.

— Gl-6-FNa, 0,1 ml

— Azul de metileno, 0,25 ml.

Durante 2 minutos, gasear con gas del alumbrado o CO., y
cerrar herméticamente cada tubo. Incubar a 37° bajo ilumina-

Fundacién Juan March



Enzimopatia por déficit de GIl-6-FDH 23

cibn de una ldmpara de 100 W. situada a una distancia de
10 centimetros de los tubos.

Cronometrar exactamente el tiempo hasta que se produce
la decoloracién en cada tubo (del color azul pasa de nuevo al
color del hemolizado por pasar el azul de metileno a la forma
leuco, al ser reducido si existe en el hemolizado Gl-6-FDH).

Valores normales:

Hablaremos de ello tras la exposicién de nuestros resul-
tados.

TEST ESPECTROFOTOMETRICO (segin Kornberg y Horecker, 107).

Hemos utilizado para este proceder los reactivos y tests co-
merciales de la firma Boehringer & Soehne (Mannheim), que
toman el proceder de los autores anteriores, Renunciamos por ello
a su descripcién.

Proporciona valores cuantitativos, los mds exactos. No obs-
tante, por el tiempo y complicaciéon resulta inaplicable para de-
terminaciones en grandes grupos de poblacién.

Ha sido utilizado tnicamente en aquellos casos en que el
defecto fue plenamente comprobado por otros procedimientos.

Utilizamos un espectrofotémetro Beckman DU, que puso
a nuestra disposicion la Facultad de Ciencias (prof. dr. F. Ca-
pitdn).

DETERMINACION DE GLUTATION REDUCIDO (GSH) Y TEST DE
BEUTLER

Hemos adoptado para este proceder el método de Gruenert
y Philips con la modificacién de Beutler (14), asi como el test
del mismo autor o «test de estabilidad del glutation reducido»,
consistente en determinar la cuantfa de GSH de los hematies
tras someterlos a incubacién previa en una solucién de acetil-
fenil-hidrazina (AFH). Este método, segin el autor, permite
el reconocimiento de portadores y formas intermedias del defecto
enzimdtico por Gl-6-FDH.
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Reactivos:

— Solucién de dcido metafosférico al 2 por 100 y 3 por 100.

— Solucién saturada de CINa.

— CINa en sustancia.

— Solucién de nitroprusiato sédico al 2 por 100 (preparada
recientemente).

— Solucién de AFH al 5 por 100. Previamente a su uso
se depositardn en los tubos a emplear 0,1 c.c. que con-
tienen 5 mgr. de AFH, Dejando evaporar la solucién
lqueda el residuo seco en cada tubo que ya se puede uti-
izar.

— GSH standard (GSH firma Boehringer & Soehne, Man-
nheim).

Metédica:

Las determinaciones se hacen sobre sangre venosa heparini-
zada, tomada recientemente antes de las mismas. Se preparan dos
tubos (A y B) para cada determinacién (el hacerlas por partida
doble exigirfa demasiada cantidad de sangre). En el tubo B
(que contiene los 5 mgr. de AFH) se vierte 1 c.c. de sangre,
procurando que la mezcla con AFH sea lo mds homogénea po-
sible (si no es asi los resultados pueden diferir de una a otra de-
terminacién). El tubo B se incuba en estufa a 37° durante dos
horas, agitando pasada una hora para asegurar la mezcla. Pasado
este tiempo las manipulaciones son exactamente iguales para los

tubos A y B.

— Afiadir 2 c. c. de agua destilada a cada tubo y dejar pasar
5 minutos hasta comprobar la produccién de hemolisis.

— Afadir 5 c.c. de la solucién de 4cido metafosférico al
3 por 100 agitando varias veces con varilla para asegu-
rar la mezcla.

— Anfadir 3 gr. de CINa en sustancia y asegurar bien la
mezcla.

Ambos tubos se tapan herméticamente vy durante diez minu-
tos se agitan sin cesar con ayuda de un agitador mecdnico. Pasado
este tiempo se filtra el contenido en otro tubo, que debe tener
mayor volumen que el anterior. Del filtrado se toman 2 c.c., a
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Enzimopatia por déficit de Gl-6-FDH 25

los que se afiaden 6 c.c. de solucién saturada de CINa. Ambos
tubos (siempre el A y el B) se incuban en bafio Marfa a 23° du-
rante 15-20 minutos.

En este bafio Maria se incluyen también:

— Un tubo conteniendo solucién de nitroprusiato sédico al
2 por 100.
— gn tubo con solucién de cianuro sddico-bicarbonato sé-
co.
— Un tubo que sirve de blanco y que contiene: 2 c.c. de
solucién de 4cido metafosférico al 2 por 100 y 6 c.c. de
la solucién saturada de CINa.

— Un patrén de GSH.

Pasado el tiempo sefalado se procede a las determinaciones:
en cada tubo se vierte 1 c.c. de la solucién de nitroprusiato sé-
dico y seguidamente 1 c. c. de la solucién de cianuro sédico-bicar-
bonato sédico agitando bien para mezclar. De la mezcla resul-
tante se pasa una cantidad a la cubeta del colorimetro y se
mide a onda de 520 micras.

Una solucién patrén de GSH debe estar asimismo prepa-
rada previamente. Toda la metddica se realiza en una sola sesién,
ya que pasadas unas horas los valores de GSH pueden variar
sensiblemente.

El célculo de la cantidad de GSH viene referido a sangre
total, por cuyo motivo debe hacerse determinacién simultdnea
de hematocrito, por el cual se divide la cantidad total obtenida.

Todas las lecturas se hicieron en un aparato Spectronic 20,
propiedad del Laboratorio de Investigaciones Médicas.

Valores normales:
También nos referiremos mas tarde al hacer el comentario

de los resultados. Tras dividir por el valor hematocrito, las
cifras se refieren a mgr. por 100 c.c. de hematies.
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RESULTADOS EN UN GRUPO
DE POBLACION NO HOSPITALIZADA

Fijamos la atencién en primer lugar en un grupo constituido
por 401 personas clinicamente sanas: médicos, enfermeras, estu-
diantes de Medicina, donantes de sangre y algunos convalecien-
tes de afecciones leves. Los hemos tomado en consideracién en
primer lugar para fijar datos en poblacién sana y evitar hipoté-
ticas modificaciones por el influjo de entidades patolégicas.

La Gl-6-FDH por test visual fue realizada en 354 personas
de ambos sexos (170 varones y 175 hembras). La determina-
ci6n de GSH en hematies en condiciones basales y tras test de
Beutler (incubacién en AFH) se efectud en 69 sujetos. De ellos,
en 22 se hizo determinacién simultinea de GSH, Beutler y
Gl-6-FDH.

Los resultados estdn indicados en las tablas I, IT y III.

Para la GI-6-FDH encontramos valores extremos en tiempo
de decoloracién oscilantes entre 4 y mds de 60 minutos. La
méxima incidencia o frecuencia con que se produjo este tiempo
de decoloracién se dio entre los 12 y los 20 minutos, si bien
los valores encontrados describen una curva biolégica de Gauss
perfectamente apreciable si expresamos estos valores grafica-
mente; vy ello tanto en varones como en hembras (véase grdfica
ntimero 1.)

Teniendo en cuenta resultados posteriormente expuestos
hemos llegado a considerar como normales los comprendidos
entre 8 y 32 minutos de decoloracién; y nos atrevemos a consi-
derar como fuera de la normalidad los situados por debajo de
8 minutos (aumento de actividad de GIl-6-FDH) y por encima
de 32 minutos (déficit parcial de GI-6-FDH). Por encima de
los 60 minutos debemos considerar que existe un déficit comple-
to de esta actividad enzimitica.

Con menos de 4 minutos de decoloracién encontramos a
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4 sujetos (los 4, varones). Entre 35 v 60 minutos encontramos
a 12 personas (5 varones y 7 hembras). Por tltimo, con més de
60 minutos hay 2 hallazgos (los 2, varones). Ninguno de estos
sujetos, al ser interrogado, tenia antecedentes personales ni fami-
liares de hemolisis o cuadros de subictericia espontdneos o tras la
ingestién de habas verdes o alguna otra sustancia.

El GSH en bematies se estudié en 69 personas. Las cifras
basales dieron valores comprendidos entre 102 y 42 mygr. por
100 ¢.c. de hematies. Tras incubacin en AFH se produjo
una reduccién del valor basal hasta del 40 por 100 (en un solo
caso).

No hemos encontrado diferencias ostensibles en cuanto a
sexo o edad ni en la prueba basal ni tras AFH. Los resultados
obtenidos en los primeros 52 casos se expresan grificamente
en las grdficas 1, Ay 1, By 2, Ay 2, B.

En 22 de estos sujetos a los que se determiné GSH se hizo
estudio simultdneo de GIl-6-FDH. Sus valores de decoloracién
estin comprendidos entre los 11 y 28 minutos.

En resumen: Consideramos valores dentro de la norma para
Gl-6-FDH los comprendidos entre 8 y 32 minutos de decolora-
cion; y para el GSH, entre 100 y 40 mgr. por 100 c. c. de hema-
ties, con una reduccién tras incubacién en AFH no superior
al 40 por 100 respecto a su cifra basal.
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TABLA 1

ACTIVIDAD GLUCOSA -6 - FOSFATO-DEHIDROGENASA (TEST VI-
SUAL) EN POBLACION NO HOSPITALIZADA (ESTUDIANTES,
ENFERMERAS, MEDICOS, DONANTES Y VOLUNTARIOS)

N.n Nomb’e Sexo Edﬂd Acuvldﬂd GI"6"FDH (ﬂ'empo df
decoloracién en minutos)
1. M. D. M. H 22 12
2. F, E. H. v 32 15
3. J; iR R v 38 No decoloracién
4. e BN 12 \'4 31 30
5 A€ R H 18 14
6. BT v 26 17
7. J. M. R. H 18 3
8. M. F. M. H 19 12
9, T B G v 23 15
10. Re G 5 v 24 10
11. A. N. A, v 27 15
12. A. M. M. Vv 56 17
13. St Ll 3 1 Vv 22 14
14. E, R G \' 25 25
15 A. R. A. v 25 20
16. o LA = B v 21 20
17. P. Q. M. v 27 15
18. Ji3 Esls v 50 12
19. G. G. C v 56 17
20. D R Vv 80 24
21. J. A, M. A% 26 20
22, ] ST, T A% 27 20
23. J. M. T, v 15 20
24. R. 0. J. \' 40 22
25: M. P. C. v 20 17
26. 68 v 24 15
27. I B, A Vv 58 10
28. A. B. G \' 54 20
29. T B A v 76 22
30. A R A \Y% 26 18
21 o HAGH, v 29 20
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N Nowbre: Sess Hdad Actividad GI.-S-FDH [':t:empa de
decoloracién en minutos)
32. MBS, v 25 17
3300 SRR BN 52 20
4. MRA VYV 35 20
3B/ MR W N B2 11
36, - ECRRN WL 67 12
37, AL v 53 17
38. ¥ G M AY 21 20
39. ALAM V58 19
40. { P I 3 v 63 20
7 r Dl TR s T i 18
42, S. G A Vv 50 12
43 €. IT.Me H M 15
44, I. R, P H 31 20
45. C. M. O. H 21 17
46. L. J. B H 75 20
47. D. M. B. H 18 12
48 9G.B. By H 18 13
49. ) L E H 42 23
50, CRONGOeC . UHE ¢ a8 14
o b e slse I S 14
52. 4 A H 52 25
55 E. A. A. H 15 12
54, T2C L H 22 17
p 3 3 M. R. E. Vv 30 40
56. PN TV L 27 25
57. SoSlse N 22 21
58. BoM. G N- 67 13
59. A V.3 YV 15 13
60. P-T.E. N 67 24
61 DAEAE. H 30 23
62. ALC. R H 45 22
63. A. M. L. H 30 32
64. MEE B el 25
6% L:W.Zn H 30 20
66. DS Liv H 26 19
67. C.-5 E H 38 12
68. 7.k - 5 £ H 31 24
69. M. J. Q. H 20 25
70. M.M.M. H 34 20
7 B b 5 & i L AN 5 IR 19
72, A. F. H. H 30 16
b o % V.D. M. H 20 13
74.. <EECEsy H A 22
¥ i M. G. V. H 40 26
76. BB A v 75 10
7. TG N 25 16
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Actividad GI-6-FDH (tiempo de

Ne Nombre  Sexo Edad decoloracion en minutos)

78, M. M. F. A 62 9
79. E L.:G: Vv 10 10
80. AR, CH. v 59 20
81. M. C. G. \' 25 18
82, . K. P. v 15 20
83. J. P. M. v 20 8
84. A. A G \' 64 8
85. E B H \'i 66 8
86. G B.cAl H 23 9
87. A H 63 12
88. | Dl S H 18 10
89. M. A. V. v 27 27
90. S. M. S Vv 23 26
91, E. R. P. H 32 31
92, i, U U \Y 28 12
93, KRB H 21 33
94. DR S H 41 26
95. A M V. H 21 No decoloracién
96. A M M. v 30 24
97. M. C. S: H 36 26
98. F. M. L. \'A 55 10
99. Jo Mo HE v b7 15
100. R. F. G. v 4 12
101. M. P. S. \'A 29 11
102. . O S e \Y 63 12
103. M. D. M. H 22 12
104. A M T. H 40 18
105. B -G R H 13 13
106. A A R, H 21 10
107. J. F. N. v 31 24
108, E. O.R: H 36 22
109. C. M. C. H 63 19
110. M. Q. A. H 32 15
111. V. M. L. H 44 16
112. M. L. A. H 11 15
113. A. R. L. \% 20 11
114. P. R. M. H 14 24
115: P. G S. H 60 10
116. PR b R H 84 10
117 N. G. R. H 21 22
118. A. P. D. Hi 56 8
119. | ARG L] 28 H 76 20
120. M. S. A. H 70 16
121. D. H. E. H 18 13
122, G.oN: B H 10 8
123. N. N. R. v 21 10
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7 Actividad GIl-6-FDH (tiempo de
N. Nombre  Sexo Edad decoloracién en minutos)
124, 0 00 0 b ) v 24 14
125. SN T \' 25 13
126. C. G N H 49 5
127. M FoS H 12 18
128. ATIRESTS \' 20 10
129. M. V. R. A% 22 17
130. LA i i o A% 21 30
131. . TS S A 68 27
132. A. G. D. \' 31 16
133. A. M. U A% 29 16
134. R. D. M. \' 80 8
135. LN T v 21 14
136. G DG Y 34 8
137. A A \' 25 15
138. M. R. S. \' 33 11
139. j S e L S 41 11
140. A P S H 24 10
141. ClS N H 30 14
142. A. R. M. H 40 27
143. Je Ve ), H 63 17
144, KodaMr N 22 8
145. BioMLE. \Y 10 12
146. [l I H 25 26
147. h s P - v 24 10
148. J. R. M. \'s 23 18
149. LS H 61 17
150. M. R. G. \Y% 30 29
151. A. R. V. \' 40 14
152. G GE), H 58 17
153. P H. T. H 61 16
154. DB Q. H 78 14
155. B i P v ) 21
156. J. M. G. \' 22 18
157. C. Bs T H 51 16
158. C. G Q. v 23 20
159. M. R. L v 24 17
160. A G. G. H 84 16
161. M. G. C. \' 71 15
162. M. H. P. H 49 18
163. D. G. O. Vv 27 20
164. J. G. M. \' 25 10
165. A. E. G. H 18 9
166. A. S G H 74 14
167. M. A. R \' 38 26
168. 1. A L A% 14 15
169. C. M. R. H 39 16
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Actividad GI-6-FDH (tiempo de

N Nombre  Sexo Edad decoloracién en minutos)

170. C. O. M. H 61 13
17l Gy W 55 30
172, M. EM H 31 30
150 GG 0y H. 44 24
174. £ C.Qr W 27 16
175. CTOM L 70 14
176. A. M. G. H 15 17
177, B R M- ¥V 27 13
178, ~G DD H 51 15
179. A Bl v 15 22
180. M.M.C. V 30 15
181, CPiRCEY SH 32 19
182, MAILLE. H 47 20
183. AT, H 64 45 (dudosa)
184, M. L. D. H 51 25
EL I S R A L 24
186. R. A. P Vv 40 21
187 (CLOLEEL SH 19 12
188 N T.10° H -6 20
189. 1L G H H 54 20
1905, - MSEI R N 525 11
191 M TG Ve 16
192. G HIS H 34 13
193. B P.G. V 88 16
194 M.M.P. H 40 20
195. A. P P H 36 24
196. N. E. M. v 53 19
197. A. MV, H 4 34
198. Fat P H 27 20
199. E S D H 34 27
200. A. C. M. H 43 22
o015 W ALGE R JH | 3T 20
202 MM YV 2 10
203, NOGV: V 12 15
206 MCT- R, N 23 17
205, RARN B 2 22
206. M. R. P H 18 30
207. S. M. D. v 40 10
208. E. M. P. v 23 14
000 LR K OV 21 18
210. 3 2 Tl € v 33 13
20 MUP T W A 18
212, 2 V) [ H 62 15
ot Clpe N N TS 40
214.. K. P. 'S¢ B 31 10
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33
. 7 Actividad GIL-6-FDH (tiempo de

N. Nombre  Sexo Edad decoloracién en minutos)
215. C. M. O. H 22 15

216. D. H. R. H 58 15

217, LAOE H 37 40 (incompleta)
218. A. M. G H 64 16

219, Ji R S \'4 29 10

220. RPN 24

221. b N 5 K V 19 22

222 ‘BoM.S. M 2% 20

223, E PR N 4y 25

224, "Tilag e CIHE 38 15

225 C.G6G Px H 11 17

226. i P v 1 € v 21 10

227. CH A H 40 10

228. A. B. O. Vv 23 21

229, M. P. G. H 31 20

230. M. G. L. H 1 mes 16

231. B 18§, H 19 18

232 S les TN 28

s o Tl SR ] 40

234, voTs Ay CHR '3 35

235, J. M. R. v 23 24

236, G.0. K W 21 15

237, M. G. M. H 4 55 (incompleta)
238. R. J. M. vV 20 14

239, ACHPL B39 11

240. D. M. M. H 28 a8

1. J LD ¥ B 22

242, . & H, vV 22 38

243, R. M. V. \' 23 40

244, E 5. B H 44 25

245. MT. O \' 21 32

246;. C.AH H 23 14

247, JoMOES N A 25

248. CP.M H 18 20

%, LR L B 40 30

250, SN A A 22

25, E.G. E H 42 20

252, e Ly Vv 21 19

252 RoACPy N 20 14

254, B EE H 20 19

255 C:HM H. 33 18

2% E.S5:.0: H 28 14

2570 EHENS HE w63 25

258. M. Z. U. H 52 30

2% T LD ¥ .23 11

260. M. R. B. v 27 20

3
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34 Estudios médicos y biolégicos

. Actividad GI-6-FDH (tiempo de
N. Nombre  Sexo Edad decoloracién en minutos)
261. V.M. Q. H 43 23
262. N. R. N. H 48 30
263. A G P v 51 30
264. ) R B [ v 22 25
265. A. R. D H 41 29
266. A. M E. H 32 25
267. ik gl T H 40 22
268. C. 0.0, H 24 23
269. M. G. R. Vv 20 30
270. M. T. F. H 18 26
271, G. M. L. A 23 30
272. J. M. M. \' 20 25
273. A. A N v 23 21
274, F. G. M. H 34 25
275. L. M. N. Vv 21 24
276. GG G H 41 40
277. D. M. A. H 30 22
278. A ol Gt I H 23 20
279. A. QR H 61 25
280. A. H. E. V 20 30
281. A T B H 44 22
282, |G 2 (5 H 52 25
283. D. M. . A% 21 15
284, E G R, v 23 20
285. A. Q. N. Vv 21 25
286. A. H. V 23 30
287. f Rl P i V 20 20
288. A. M. A. H 60 27
289, A R. G v 24 20
290. | G N H 6 meses 8
291. F. M. A. v 22 30
292, E. 'S, 3 H 66 8
293, S. A, P H 28 32
294, R. R. G. H 36 o
295. R. G G H 39 8
296. C. A. M. H 43 17
297. C. N. A, H 40 9
298, N. R. F, H 63 10
299, ; PR H 40 10
300. M. M. G. H 33 8
301. DB G H 18 26
302. M. F. G. H 19 25
303. V. A M. H 20 25
304, M. T. V. H 35 16
305. S. G. M. H 58 6
306. M. F. R, A% 35 9
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Actividad GIl-6-FDH (tiempo de

N2 Nombre  Sexo Eded decoloracién en minutos)

307. T. M. G. H 19 26
308, A F G Ve 20 12
309. G. 1, D, v 21 15
310. F. G. D. A 30 20
311. N. M. E. N, 25 28
312. E, E. D. V 22 20
313. A.G. D, Vv 20 13
314. A Do L H 40 26
315. E. E. A H 3 32
316. A Nk H 32 20
317. ) e e - M 25 18
318. SR G Y 28 23
319. J: R C. vV 24 20
320. S. M. E. v 31 22
321. M. M. T. v 2 25
322, Jo e Ha vV 28 21
323, TG M. H 28 15
324. Co Rk H 30 18
325. M. R. P. H 4 15
326. M. A. R. H 3 15
327. J R P \' 2 20
328. A. B. B. v 2 18
329. B H. G A 31 16
330. S e Vv 33 18
331. F. M. G. VvV 34 20
332. N: L. (C: N- 32 20
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GRAFICA 1
ACTIVIDAD GLUCOSA-6-FOSFATO-DEHIDROGENASA EN UN GRU-
PO DE POBLACION NO HOSPITALARIA (354 PERSONAS)

Ordenadas: tiempo de decoloracién en minutos.
Abscisas: niimero de personas.

35

25

12 | ‘l Illl

2 4 6 B 10 12 14 16 1B 20 22 24 26 28 30 32 34 36 60

minutos
0
25
2C
15
10
1 I 1
2 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 2B 30 332 M 36 60
n.im.\ o8
YARONES ( 179 )
30
25

20

Lt

& 10 12 14 16 18 20 22 24 26 -.’d jL‘ 32 34 36 &0

n.i-m oB
HEMBRAS ( 175 )
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GRAFICA 1, A

RESULTADOS DE DETERMINACION DE GSH EN HEMATIES EN
CONDICIONES BASALES Y TRAS AFH EN 20 VARONES
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GSH mgrs %

GRAFICA 1, B

RESULTADOS DE DETERMINACION DE GSH EN HEMATIES EN
CONDICIONES BASALES Y TRAS AFH EN 32 MUJERES
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TABLA II

ACTIVIDAD GLUCOSA - 6 - FOSFATO - DEHIDROGENASA (TEST VI-
SUAL), GLUTATION REDUCIDO Y TEST DE BEUTLER (TRAS IN-
CUBACION EN ACETIL-FENIL-HIDRAZINA) EN POBLACION
NO HOSPITALARIA

Tiempo de GSH basal Beutler Re-

N- Nombre Sexo Edad decoloracién (en mgr. por 100 c. c. duccion
(en minutos) de bematies) %
1 F. P. G A 42 14 53 41 23
2 o8 ML v 63 12 102 98 4
3. P O v 11 17 64 59 8
4. A. M S Vv 22 15 63 61 3
5. R. M. M. v 60 13 57 39 32
6. A. S G. v 76 12 87 84 4
T F R R H 37 11 66 65 2
8. A. M. L. H 17 21 54 52 4
9. C. M. A, H 55 24 81 71 13
10. M. G. G. H 15 11 46 46 0
11. N. B. M. H 51 13 70 66 6
12, R. E. R. H 26 17 38 34 10
13. ARV H 16 18 55 45 18
VIR S i TR 12 42 42 0
15! T RS, H 45 11 57 55 4
16. Biets, N v 54 22 57 47 18
17. E. P. S H 40 23 97 81 18
18. | P o 31 H 50 12 75 70 7
19. B Al H 40 24 72 70 3
20. L P C H 27 24 45 42 7
21. o A V 30 11 67 40 40
22. P H AR A% 22 28 53 44 17
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TABLA III

GLUTATION REDUCIDO Y TEST DE BEUTLER (TRAS INCUBA-
CION EN ACETIL-FENIL-HIDRAZINA) EN POBLACION
NO HOSPITALARIA

GSH Basal Beutler Reduccién

N- Nombre Sexo Edad (en mgr. por 100 c.c.

de hematies) %
1. S. R. M. Vv 24 60 54 10
2 i R v Vv 15 50 41 18
3 R e )/ 7. 57 47 18
4. R L Vv 73 60 57 3
5. F. G M. v 10 45 44 2
6. T GA, N 28 76 50 34
i 4 L. M. H. v 48 47 42 11
8. AL P v 32 85 66 22
9 L A 40 55 39 29
10. F. M. E. v 48 44 40 9
1. L BG N 12 74 69 7
12. PR v 64 70 69 2
13. ¥ kG, Vi G2 54 40 29
14. GG L) v 38 64 52 19
15. J. A. M. \' 23 79 65 18
16. . O e o v 70 65 45 31
17. A S B v 23 70 70 0
18. TG G v 45 45 43 4
19, R. M. R. H 33 90 77 15
20. 1. 8- M. H 30 79 69 13
21. E S B H 64 67 60 10
22. M. S. M. H 48 66 58 12
23. P.E: E. H 30 73 58 20
24, A. H H. H 14 95 62 35
29, H. B. G. H 15 64 56 13
26. DG A H 19 76 76 0
27 M. E. G. H 17 54 51 6
28. V. A. N. H 20 52 50 4
29, M. R. A. H 20 59 47 20
30. A. C. M. H 18 74 61 18
31. A.F. M H 47 56 46 18
32. k. T, M. H 19 77 65 16
33. M. L. H. H 61 77 53 31
34. AGES, H 76 87 84 4
35. D. F. R. H 65 7l 55 V5
36. E. G. R. H 26 72 67 7
37. L LM H 4 66 59 11
38. M. V.M. H 48 57 43 25
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GSH Basal Beutler Reduccién
N-s Nombre  Sexo Edad (en mgr. por 100 c.c.

de bematies) 9
39; C: R B H 65 62 61 2
40. M. F. R. H 32 63 55 13
41. E. B R H 2 67 48 29
42, M. N. L H 66 68 52 24
43, M. G. F. H 67 77 72 7
44, E. M. M. H 16 52 45 14
45. A. M. M. H 17 58 56 4
46. AP R H 74 71 60 16
47. C. M. B H 54 85 83 <,
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VI

RESULTADOS EN PACIENTES
CON HEPATOPATIAS DE DIVERSA INDOLE

Se recogen aqui 56 personas afectas de hepatopatias de
indole diversa, de las cuales 34 eran varones y 22 hembras. Los
cuadros patoldgicos que padecian eran, concretamente: hepatitis
viral epidémica (5), hepatitis sérica (4), hepatitis de evolucién
crénica (1), hepatitis téxica (2), cirrosis portal tipo Laennec (24,
compensada en 12 y descompensada en otros 12), cirrosis post-
hepatitis (5), cirrosis biliar primaria (2), cirrosis biliar secunda-
ria (2), cirrosis esplenomegilica (3), hemocromatosis (4), sindro-
me de Banti (2), enfermedad de Wilson (degeneracién hepato-
lenticular, 1) y cirrosis cardiaca (1),

El test visual fue efectuado en 22 personas. GSH y Beutler
se determiné en 45 personas. Los resultados vienen expresados
en la tabla IV. La actividad Gl-6-FDH se encontré con valores
extremos entre 6 y 39 minutos de decoloracién. Por debajo de
los 8 minutos encontramos una sola determinacién (6 minutos
en un varén con hemocromatosis). Por encima de 32 minutos se
hallaron 2 sujetos (varones, portadores de sendos cuadros de ci-
rrosis portal). No hubo ninguno entre estos enfermos con ausen-
cia de decoloracién pasados los 60 minutos.

Las determinaciones de GSH mostraron cifras bajas en gene-
ral, ya en los valores basales. Remitimos a las correspondientes
grificas 2 A y B, donde estdn expresados estos extremos en
forma visual.

Llama ya la atencién que encontriaramos cifras basales de
GSH por debajo de 40 miligramos por 100 en 10 enfermos (1 con
hepatitis viral epidémica y 9 cirréticos). Por otra parte, tras el
test de Beutler se produjo una reduccién superior al 40 por 100
respecto a la cifra basal en 7 personas (1 con una hepatitis
viral que tenfa cifra basal normal, y 6 portadores de cirrosis
de filiacién diversa). Sélo en una ocasién se dio la coincidencia
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de que ya previamente existieran valores bajos de GSH basal y
que tras la AFH hubiera una reduccién superior al 40 por 100

Extraemos como resumen de este apartado una conclusién:
Que al menos en este tipo de enfermos puede baber cifras de
GSH bajas correspondiendo con valores normales o elevados de
Gl-6-FDH; y que no existe una correlacién entre las cifras basa-
les de GSH y el tanto por ciento de reduccion tras la incubacion
de los hematies de estos enfermos en AFH.
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TABLA 1V

GLUCOSA-6-FOSFATO-DEHIDROGENASA (TEST VISUAL),
GLUTATION REDUCIDO Y TEST DE BEUTLER
(TRAS INCUBACION EN AFH) EN PACIENTES
CON HEPATOPATIAS

Gl-6- GSH AFH

N Nombre §S. Edad FDH (mgr. % c.c. Diagnéstico

(min.) de hematies)
L EOG R AL, <46 50 35  Hepatitis viral epidémica.
200 Dy ] 164 53 50  Hepatitis viral epidémica.
3o GEESY B 19 64 54  Hepatitis viral epidémica.
4 T.N.P. H 79 101 52 Hepatitis viral epidémica.
5 MG .J N 48 22 22 Hepatitis viral epidémica,
6. LHM H 48 53 M Hepatitis sérica.
To A B &5 56 50  Hepatitis sérica.
8. .M. J. V. 47 13 49 41  Hepatitis sérica.
g9y i YOR. M 56 48 42 Hepatitis sérica.
10 F.M. &V 54 50 44 Hepatitis crénica.
- SRR T 11 92 88 Hepatitis tdxica.
12 B P H A4 50 40 Hepatitis tdxica.
B 00Mo B V" 4B 39 Cirrosis portal compensada.
14 AR N A9 21 Cirrosis portal. Diabetes.
15 A KB ¥ 5T 25 Cirrosis portal. Diabetes.
W R OEENN Y 45 30 52 32 Cirrosis portal compensada.
1700 R, Ee . 57 38 60 53 Cirrosis portal compensada.
18, B VR 52 72 53 Cirrosis portal compensada
19. TMM. V 62 10 75 75 Cirrosis portal compensada.
20, 1. B, A 59 52 38  Cirrosis portal compensada.
2L M. S B. AL 63 47 41  Cirrosis portal compensada.
22, g/i N B N A3 57 33 Cirrosis portal compensada.
23, M5 Y 68 27 42 31 Cirrosis portal compensada.
240- 1o BTk N 52 50 24 Cirrosis portal compensada.
20 ENE. W 53 60 55  Cirrosis portal descompensada.
26, B CicH 40 2 Cirrosis portal descompensada.
27, LB AH 33 23 Cirrosis portal descompensada.
28 CAAL M. M 35 25 Cirrosis portal descompensada.
2. D.G.R-H 59 28 56 33  Cirrosis portal descompensada.
3. EILM Y 43 93 85  Cirrosis portal descompensada.
s 7 (S T AT G T 28 21 Cirrosis portal descompensada.
32 M.G.Q. V 60 10 63 61 Cirrosis portal descompensada.
3 MRS N 66 56 33  Cirrosis portal descompensada.
M GRS A 16 3 Cirrosis portal descompensada.
35, E. 5, M, H 66 33 28 Cirrosis portal descompensada.
3. GMEC H 34 24 20  Cirrosis portal descompensada.
A1, JG R W 43 50 44  Cirrosis posthepatitis.
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Gl-6- GSH AFH
N.° Nombre S. Edad FDH (mgr. % c.c. Diagndstico
(min.) de bematies)

38, L GIR.LN 33 69 68  Cirrosis posthepatitis.

39 D i 5 ] SR L 8 36 34 Cirrosis posthepatitis.

40, LA €. H 3 33 29 Cirrosis posthepatitis.

415 M Bl N 52 16 15 Cirrosis posthepatitis.

42. A.P. H a2 27 17  Cirrosis biliar primaria.

43, PG BL NG 60 o Cirrosis biliar primaria.

4. M. LS. H 52 48 43 Cirrosis biliar secundaria.

45, BN HE 058 70 35 Cirrosis biliar secundaria,

46. B ByES HE 25 49 19 Cirrosis esplenomegilica. Ane-
mia sideroacréstica.

47. ERN. H 66 25 76 40  Cirrosis esplenomegilica.

4%, B 6 Ry Wb s4iae 32 Cirrosis esplenomegilica. Ane-
mia hemolitica.

499. EEG.F. V 34 8 57 52  Hemocromatosis.

807 GRS HI148 75 66  Hemocromatosis. :

5. F.A B V! 34 6 Hemocromatosis. Alcoholismo.

52, M. B: 'Sy VN 255 15 Probable hemocromatosis.

53, B P USL iV 16 41 41 Sindrome de Banti.

Nk TG iEE. A 51 49 Enfermedad de Wilson.

55«85 B, 15 3N 25 19 17 Sindrome de Banti.

56. "G ACR.IH. 50 9 Cirrosis cardiaca.
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GRAFICA 2, A

REPRESENTACION DE LOS VALORES DE GSH BASAL
Y TRAS AFH EN HEMATIES EN 33 PACIENTES
CON CIRROSIS HEPATICA
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GRAFICA 2, B

REPRESENTACION DE LOS VALORES DE GSH BASAL
Y TRAS AFH EN HEMATIES EN 12 PACIENTES CON HEPATITIS
DE DIVERSA FILIACION

GSH mgrs %

%

REDUCC.
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H. CRONICA
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VII

RESULTADOS EN PACIENTES CON MALIGNOMAS
DE LOCALIZACION VARIA

Hemos estudiado a lo largo de nuestra investigacion a 61 pa-
cientes portadores de neoplasias o malignomas de localizacién di-
versa. De ellos, 31 eran varones y 30 hembras. Sus edades esta-
ban situadas por encima de los treinta afios en todos los casos.
Los tipos de neoformacién padecida por estos enfermos eran:
epitelioma de labio (1), tumor de suelo de la boca (1), cincer
de eséfago (1), cdncer de estémago (14), tumor maligno de loca-
lizacién duodenal (1), cdncer de colon (3), cdncer de recto (1),
cdncer primitivo de higado (3), tumor de vias biliares y ampolla
de Vater (4), tumor de péncreas (2), cdncer de laringe (3), cén-
cer de pulmén (6), carcinoma de cuello o cuerpo de ttero (7),
mioma uterino (1), cdncer de vulva (1), cincer de mama (6),
cincer de tiroides (2), tumor de coroides (1), cincer de vejiga (2)
y epitelioma espinocelular facial (1). Las reticulopatias malignas
y afecciones hematolégicas neoformativas se tratan en otro capi-
tulo. Se efectuaron 28 determinaciones de test visual y 46 de
GSH y test de Beutler, todas las cuales figuran indicadas en la
tabla V.

Con respecto al fest visual hemos encontrado aqui tiempos
de decoloracién por debajo de 8 minutos en 3 casos (2 cédncer
de estémago y 1 tumor de vias biliares), en todos los cuales
existia intensa anemia. Es decir, en ellos existia una actividad
Gl-6-FDH aumentada. Encontramos asimismo un caso con 40 mi-
nutos (una mujer portadora de un cdncer de mama). Por 1iltimo,
es digno de resaltar aqui la existencia de dos pacientes con un
tiempo de coloracién superior a los 60 minutos. Uno de ellos
(mujer, con cdncer de estémago) negé cualquier antecedente per-
sonal o familiar en relacién con la clinica del déficit de G1-6-FDH.
En cambio, en el otro (un varén con epitelioma laringeo recien-
temente operado) afirmé haber tenido en un par de ocasiones
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crisis hematiiricas tras la ingestién de habas verdes. Eran 8 her-
manos en su familia y en uno de ellos se daba el mismo fené-
meno. Este caso serd reconsiderado mds adelante.

Las determinaciones de GSH revelaron 7 casos con cifra
basal menor de 40 miligramos. Una reduccién del GSH tras test
de Beutler se encontré6 en 6 personas, sin disminucién conco-
mitante de la actividad Gl-6-DFH. Incluso en un caso habia
cifras de 28 miligramos y 10 miligramos (basal y tras AFH)
coincidiendo con test visual de seis minutos (véanse gréficas 3 A
y B).
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TABLA V

GLUCOSA-6 FOSFATO-DEHIDROGENASA (TEST VISUAL), GLUTA-

TION REDUCIDO Y TEST DE BEUTLER (TRAS INCUBACION EN

ACETIL-FENIL-HIDRAZINA) EN PACIENTES CON MALIGNOMAS
DE DIVERSA INDOLE

Gl6- GSH AFH
N> Nombre S. Edad FDH (mgr. % c.c. Diagnéstico
(min.) de bematies)

70 6 28 10 Tumor de vias biliares,

66 9 Tumor de vias biliares.

69 60 46  Tumor de ampolla de Vater.
78 54 35 Carcinoma de cuerpo de pédn-
creas.

74 27 25 Tumor pancredtico.

1. J: RPN 55 11 Ephi'tcﬁoma espinocelular de la-
io.

2. cACALE N T59 59 59 Tumor de suelo de la boca.

7, ] [5G0 R 11 76 76 Cdncer de eséfago.

4 M.M.B. V 57 9 20 18 Céncer de estémago.

2; o BB CM: W 159 61 44  Cincer de estémago.

6 T FlS H 64 7 60 49  Cincer de estémago.

T S el VS SR 51 34 Céncer de estémago.

LA ) & T = R 48 47 Céncer de estémago.

oM N 38 7 73 62 Cincer de estomago.

105 M JR60 W | 66 57 44  Cincer de estémago.

1. M. LA N 51 38 38 Cincer de estémago.

12. JM.M. V 69 68 45 Cédncer de estémago.

13. RM.M. ¥ 54 12 57 39 Cdncer de estémago.

. BRAM H 6 60 51 Céncer de estémago. Metdsta-

sis hepdticas.

150 MM.R. H 74 No dec. Céncer de estémago. Mono-

artritis.

1 T o T ¢ SN Y 11 Cidncer de estémago. Esteno-

sis pilérica.

1L LS B N 69 61 45  Cdncer de antro.

8. BL.EH Y 72 70 39 Tumor maligno duodenal.

19 NUGE N . 73 75 46  Céncer de colon.

20; CoE R v - 64 30 64 39  Cincer de colon.

2. MMA H 62 63 48 Cdncer de colon.

22. DMM. H 66 63 44 Céncer de recto.

23 'O MO Y 60 43 41 Céncer primitivo de higado.

24 H.G.H. YV 30 54 8 Céncer primitivo de higado.

25, S E.M;, ¥ 65 25 Céncer primitivo de higado.
PoE N N 6T 11 64 54 Tumor de vias biliares.
M.N.R. H
R.S. E. H
Lol B W
T M S W
]GO ¥
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Gl6- GSH AFH
S. Edad FDH (mgr. % cc. Diagndstico
(min.) de hematies)

PP PUORPZ-OF MpHEZEROD 0P ZUORp——T
QS»FEFEOOMEOE NORROOMOmM BEmprRoxr<i®
MorROONRORUR FEEE<ORRyn Ro-mZopmIs

Vbl 20 45 42  Epitelioma laringeo.

Y &5 11 Cincer de laringe.

V 67 No dec Epitelioma laringeo. Favismo (1).

V' 59 84 65 Cincer de pulmén.

V 64 30 18  Cancer de pulmén.

H: 65 74 71  Cincer de pulmén.

V 65 8 45 40  Céncer de pulmdn.

' 56 23 Céincer de pulmén.

VvV 60 14 Cincer de pu}.mdn

H 38 10 68 31 Carcinoma de tero con metds-
tasis hepdticas.

H 66 32 25  Cincer de cuello de ttero.

H &7 25 63 52 Céncer de cuello de itero.

Hy o 38 65 63  Céncer de cuello de iitero.

P 38E 2 65 41  Cincer de cuello de fitero.

HIC AT 12 Cédncer de cuello de ttero.

H 66 47 17  Mioma de iitero degenerado.

M ¥ 42 23 Mioma uterino.

M. &2 76 66 Cincer de vulva.

H ' 3 43 Céncer de mama con metdsta-
sis pulmonares.

H 62 21 Céncer de mama,

H: ' -43 58 53 Cincer de mama,

H 62 62 53 Cédncer de mama.

H 43 29 20 Céancer de mama.

H 61 47 28 Cédncer de mama.

H 6 68 51 Cincer de tiroides.

H: &7 8 Cincer de tiroides.

H 60 63 55 Tumor de coroides.

2 68 53 Carcinoma de vejiga.

V 66 12 Carcinoma de vejiga.

A T | 73 60 Epitelioma espinocelular facial.
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GRAFICA 3, A

REPRESENTACION DE VALORES DE GSH BASAL Y TRAS AFH
(TEST DE BEUTLER) EN 26 PACIENTES CON TUMORES MALIG-
NOS DE APARATO DIGESTIVO
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GRAFICA 3, B

REPRESENTACION DE VALORES DE GSH BASAL Y TEST DE
BEUTLER EN 28 PACIENTES CON TUMORES MALIGNOS DE LO-
CALIZACION DIVERSA
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(En esta gréfica estin incluidos 7 pacientes con afecciones malignas de
ARE, incluidos en la casuistica de afecciones hematolégicas mds adelante.)
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VIII

RESULTADOS EN PACIENTES CON DIABETES MELLITUS
Y OTRAS ENDOCRINOPATIAS

Se incluyen aqui 45 personas de ambos sexos (11 varones
y 34 mujeres) de edades comprendidas entre los 22 y 78 aifios,
que padecian cuadros endocrinos tales como diabetes Mellitus
(27), acromegalia por adenoma hipofisario (1), hipertiroidismo
simple (3), mixedema (2), cretinismo (1), bocio normofuncio-
nal (4), hiperparatiroidismo (3), hipoparatiroidismo (3), sindrome
climatérico (2) y seudohermafroditismo masculino (1). En estos en-
fermos se realizaron 36 determinaciones de actividad Gl-6-FDH
(test visual, indicando tiempo de decoloracién en minutos) y
27 determinaciones de GSH vy test de Beutler. Los resultados
vienen indicados en la tabla VI.

El test visual revelé la existencia de un tiempo de decolo-
racién menor de 8 minutos en cuatro personas (3 diabéticos
y 1 mujer con sindrome climatérico), de las cuales, en una de
ellas, el hemograma mostraba una anemia intensa (2.000.000 de
hematies, no caracteres anormales morfol6gicos) (caso ntm. 3).

Es de destacar el hallazgo de un nuevo caso con tiempo de
decoloracion superior a los 60 minutos (nim, 8, varén de 65 afios,
con diabetes Mellitus). No pudimos recoger antecedentes perso-
nales ni familiares en relacién con este hallazgo.

La determinacién de GSH en este grupo de enfermos muestra
valores por debajo de 40 mgr. por 100 en 3 casos, en 2 de los
cuales se pudo efectuar simultdneamente actividad Gl-6-FDH vy era
normal, Reduccién de la cifra de GSH tras el test de Beutler fue
mayor del 40 por 100 en un solo caso, que por cierto tenia cifras
basales de 108 mgr.

Creemos que este grupo de personas no aporta en su inves-
tigaciéon més datos de interés, aparte lo indicado.
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TABEA VI

GLUCOSA-6-FOSFATO-DEHIDROGENASA (TEST VISUAL), GLUTA-

TION REDUCIDO Y TEST DE BEUTLER (TRAS INCUBACION EN

ACETIL-FENIL-HIDRAZINA) EN PACIENTES CON DIABETES ME-
LLIUS ¥ OTRAS ENDOCRINOPATIAS

Gl6- GSH AFH

Ne° Nombre S. Edad FDH (mgr. % c.c. Diagnédstico
(min.) de hematies)
L J.ALG M 76 32 71 52 Diabetes Mellitus compensada,
2. B B.M N 67 81 74 Diabetes Mellitus compensada.
L T WS - el < I 21 Diabetes Mellitus compensada.
4 <G GE H 4 6 30 21 Diabetes Mellitus. Anemia.
5 "PLR.M,CH D 20 50 45 Diabetes Mellitus. Anemia.
5 BERM H 54 25 Diabetes Mellitus. Anemia.
T Le B IR H 68 52 52 Diabetes Mellitus. Anemia.
8 AL B. V 65 No dec Diabetes Mellitus. Embolia ex-
tremidad inferior.
9. MSM. H & 59 47 Diabgtes Mellitus descompen-
sada.
10, AVMR, H 72 23 48 46 Diab‘;:es Mellitus  descompen-
sada.
1 G RN 69 10 Diabetes. Pielonefritis.
122 RMM. V 54 72 64 Diabgtes Mellitus  descompen-
sada.
130 BORE R 64 22 45 42 Diabetes Mellitus descompen-
sada.
14 A J. M. ¥ 358 18 Diabetes Mellitus. Lues terciaria.
15, VBB THY B3 108 55 Diia}lé)e_tes Mellitus. Catarata dia-
tica.
6 VM.NLB H 53 8 Diabetes Mellitus. Catarata dia-
bética.
s Iy S g = L S - i 18 48 41 Diabetes Mellitus.
18. GEQ H 61 7 Diabetes Mellitus.
19. D.V.L. B 41 22 Diabetes Mellitus,
20. AAM.R. H 72 30 45 43 Diabetes Mellitus.
21 DiGeM: H @3 19 Diabetes Mellitus.
22 MIGR--H 63 27 Diabetes Mellitus.
230 BENUMU TH | 457 46 44 Diabetes Mellitus.
24 GBS N 59 24 Diabetes Mellitus. Forunculosis.
25: BaR My N5 7 67 67 Diabetes Mellitus. ,
26, S A REN 78 23 38 38 Diabg;es Mellitus  descompen-
sada.
2 ALA:A H 63 34 29 Diabetes Mellitus. Retinopatia
diabética.
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56 Estudios médicos y bioldgicos
Gl-6- GSH AFH
Ne  Nombre S. Edad FDH (mgr. % c.c. Diagnéstico
| (min.) de hematies)
28. MME A H 38 9 78 76 Ar:frognegnlia. Adenoma de hipé-
isis,
29 G PO R H 25 28 Hipertiroidismo simple.
30. M:P. L B 59 65 58  Hipertiroidismo simple.
3. JAGES NV 41 26 66 55  Hipertiroidismo simple.
32. ABRP. H '4 19 55 48 ixedema.
B, FR GV 48 25 52 45  Mixedema,
34. AALB.R, H 30 30 Cretinismo.
35.G.RB H ., .62 14 Bocio normofuncional.
3. MM.T. H 47 10 Bocio normofuncional.
370 L Bo BH- 33 17 Bocio normofuncional.
3 M8 B 16 Bocio normofuncional.
39. MMM. H 34 14 52 43 I-Bsgparatiroidismo. Litiasis re-
40, A B-OyCoH! 35 2] Hiperparatiroidismo.
41, GGG e 12 84 70  Hiperparatiroidismo.
2. A'NS., N 22 18 63 61  Hipoparatiroidismo.
43 RSP 38 62 57 Sindrome climatérico.
4. MMM. H 45 7 40 36  Sindrome climatérico.
4. MBER H 35 8 67 61 Pseudohermafroditismo mascu-

lino.
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IX

RESULTADOS EN PACIENTES CON AFECCIONES
RENALES

Hemos estudiado en este nuevo capitulo a 36 personas (12 va-
rones y 24 hembras), de edades comprendidas entre los 6 y los
68 afios, portadoras de los siguientes procesos: glomerulonefritis
aguda (3), glomerulonefritis de evolucién crénica (3), insufi-
ciencia renal crénica (8), nefritis crénica de evolucién nefré-
tica (2), sindrome nefrético puro (2), pielonefritis gravidica (1),
pielonefritis crénica (10), hidronefrosis (1), rifién poliquistico (1),
tuberculosis renal (2) y cuadros de hipertensién nefrégena por
esclerosis renal (3).

Estudiamos la actividad Gl-6-FDH en 26 ocasiones y el
GSH vy test de Beutler en 24 (véase tabla VII).

El test visual dio valores dentro de lo considerado por nos-
otros como normal en la mayor parte de los casos. Menos de
8 minutos de decoloracién se encontraron en 3 ocasiones (7 m. en
una insuficiencia renal crénica y 6 m. en una nefrosis infantil y
en una pielonefritis crénica). Con un tiempo de decoloracién
prolongado mds alld de los 32 minutos también encontramos
jotras 3 personas que padecian respectivamente glomerulonefritis
crénica (36 m.), insuficiencia renal crénica (35 m.) y un sindrome
nefrético (37 m.), los dos dltimos del sexo femenino. Ninguno
de estos casos tenia unas cifras de GSH ni test de Beutler pato-
légicas, en los casos en que se hizo determinacién simultdnea de
ambos datos.

En cuanto al GSH, se encontraron casos con menos de 40 mi-
ligramos por 100 c.c. de hematies en 4 ocasiones, ninguno de
los cuales tenia un test de Beutler patolégico. Descenso por de-
bajo del 40 por 100 respecto al valor basal se produjo en 2 oca-
siones, casos que por cierto tenian valores basales altos (149 y
72 mgr. por 100).
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TABLA VII

GLUCOSA-6-FOSFATO-DEHIDROGENASA (TEST VISUAL), GLUTA-
TION REDUCIDO Y TEST DE BEUTLER (INACTIVACION TRAS
ACETIL-FENIL-HIDRAZINA) EN PACIENTES CON DIVERSAS
AFECCIONES RENALES

Gl6- GSH AFH

Ne Nombre S. Edad FDH (mgr. % c.c. Diagnéstico
(min.) de bematies)
: (0 PR Y VN - L 15 39 37 Glomerulonefritis aguda.
2. R:E.R:H' 26 18 38 34 Glomerulonefritis aguda.
G I [ LT 6 P A T 20 64 59 Glomerulonefritis aguda.
£, ML B N 36 20 Glomerulonefritis crénica.
N e R - e ) 10 Glomerulonefritis crénica.
IR il R R 36 Glomerulonefritis crénica.
7. MLM H 62 30 36 36 1nsuficiencia renal crénica.
B M TR ¥ 31 8 72 53 Insuficiencia renal crénica.
g GrSo R UHL 6D - 149 74 Insuficiencia renal crénica.
10, MR M. V 68 73 27 Insuficiencia renal crénica.
11, Pi 5S¢, H 16 49 38 Insuficiencia renal crénica.
12, Ak M. V. 50 22 19 Insuficiencia renal crénica.
13, B B Va 38 41 37 Insuficiencia renal crénica.
.. LN . B 38 35 88 59 Insuficiencia renal crénica.
) b o (A0 2 L 7ot A 5 25 78 78 Nefritis-Nefrosis.
16. M. C.C. 'V 48 90 77 Nefritis-Nefrosis.
17. GM.M. H 19 37 Sindrome nefrético.
18. AAG. AL V 6 6 Nefrosis infantil. Anemia.
19 MEG H 22 44 40  Pielonefritis gravidica.
200 CORV: Ho 49 6 48 28 Pielonefritis crénica.
PP RO R 56 14 64 52 Pielonefritis crénica,
20N S0B H. 6T 23 66 66 Pielonefritis crénica.
23 CHR P 4l 66 60 Pielonefritis crénica.
24, CP.G H 52 29 Pielonefritis crénica. Dolicocolon.
25. MMM.E. H 45 23 Pielonefritis crénica.
26, "RURGR, L HC 56 14 Pielonefritis crénica.
27-. EP R H ¥ 22 Pielonefritis crénica.
28. I.M.M. H 30 9 Piclonefritis crénica.
29. P.M.E. H 65 10 Piclonefritis crdnica.
0. A PP, H 13 66 64 Hidronefrosis.
Ao ide G ML N 45 30 59 53 Rifién poliquistico.
32. MG.R. H 34 9 79 77 Tuberculosis renal.
BORIEENM. He 55 66 46 Tuberculosis renal.
34, BoRM H 45 62 47 Hipertensién nefrégena.
35 AT M NN shT 25 Hipertensién nefrégena.
36. MG H 2 22 Hipertensién nefrégena.
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X

RESULTADOS EN PACIENTES CON AFECCIONES
PLEUROPULMONARES NO NEOPLASICAS

En este grupo se han incluido 44 pacientes con afecciones
de vias respiratorias y parénquima pulmonar, asi como otros con
cor pulmonale ¢rénico. Puesto que nuestra clasificacién para el
estudio actual pretende ser etioldgica en la medida de lo posible,
hemos creido que aqui debian ser incluidos estos pacientes se-
cundariamente cardfacos; 27 personas eran varones y 17 hem-
bras. Sus edades oscilan entre los 4 y 86 aios.

Las afecciones que padecian estos enfermos eran: fibrosis
pulmonar (4), asma bronquial (9), bronquitis aguda (1), bron-
quitis crénica (11), tuberculosis pulmonar (5), pleuresia tubercu-
losa (1), pleuritis metaneuménica (1) y cor pulmonale crénico (12)
(ver tabla VIII).

La actividad Gl-6-FDH (test visual) se determind en 26 oca-
siones. Se puede decir que todos estos enfermos tenfan valores
pricticamente normales. Una actividad aumentada (menos de 8 mi-
nutos, tiempo de decoloracién) no se encontré nunca, Mds alld
de los 32 minutos sélo se encontré 1 caso, que tenia un test
visual de 33 minutos (hembra, bronquitis crénica).

La determinacién de GSH arrojé resultados semejantes. Menos
de 40 mgr. por 100 sélo se encontraron en 2 enfermos: 1, hem-
bra, con test de Beutler normal y actividad Gl-6-FDH normal;
1, varén, cor pulmonale crénico, que tenfa un Beutler patolé-
gico, mas desgraciadamente en este caso no fue posible la de-
terminacién simultdnea del test visual.
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TABLA VIII

GLUCOSA-6-FOSFATO-DEHIDROGENASA (TEST VISUAL), GLUTA-

TION REDUCIDO Y TEST DE BEUTLER (INACTIVACION TRAS

ACETIL-FENIL-HIDRAZINA) EN PACIENTES CON AFECCIONES
PLEUROPULMONARES NO NEOPLASICAS

Gl-6- GSH AFH

N°  Nombre S. Edad FDH (mgr. % c.c. Diagndstico
(min.) de hematies)

1o TUMAO: 3T 67 11 73 56 Fibrosis pulmonar.

2. A T8 TH. 50 15 69 65  Fibrosis pulmonar.

3; GRS ONY 48 79 77 Fibrosis pulmonar.

4.0 REGIC W T8 2D Fibrosis pulmonat.

> MMG NV 25 9 63 47 Asma bronquial,

6; LM < 50 8 Asma alergénico a polvo de casa.
T DR S B 38 79 66 Asma bronquial.

8. LN-Po N 58 120 115 Asma bronquial.

9. NUGIE, Hr 16l 14 61 60  Asma bronquial.

10 C.M.M. H 61 22 Asma bronquial.

1. JoM:E. H 86 25 35 31 Asma bronquial,

12, P ROM: H: 6ed 27 Asma bronquial.

13, X G.M,. V"' 18 9 77 66 Asma bronquial.

14. €. & B H 48 14 40 36  Bronquitis crénica.

15:. MG H:H, 62 33 Bronquitis crénica.

16. J.M.R. V 74 58 58  Bronquitis crénica.

17 A kR Y 68 44 35  Bronquitis crénica.

18. C.G.M. V¥V 50 25 Bronquitis crénica.

19. MGGV 13 24 Bronquitis crénica.
20, A L. BN 52 12 Bronquitis crénica.
21, M.S.R. V 49 9 Bronquitis crénica.
22, B R AV 4 18 Bronquitis aguda.
23 A PRV K1 225 Bronquitis crénica.
2. . M. G. V 80 14 Bronquitis crénica.
23 ONL G . TS 22 Bronquitis crénica.
26, Jo ML RN 52 64 48  Tuberculosis pulmonar.
briy S O RS SR PR 114 90  Tuberculosis pulmonar.
28 A, GG, N Edl 17 Tuberculosis pulmonar.
29 - JUFE R TN CEE 12 Tisis crénica del adulto.
0 G- PRGN 98 18 61 50  Tuberculosis pulmonar.
3% L MG H 47 88 78 Pleuresia tuberculosa.
32 AL OTHD A2 73 64 Pleuritis metaneumdnica.
33, L.PG Y 50 25 Cor pulmonale crénico.
34. MHH H 42 8 Cor pulmonale crénico.
33, JLEED V 62 84 60  Cor pulmonale crénico.
3. R SH. VY 30 74 58  Cor pulmonale crénico.
35 B B V68 74 52  Cor pulmonale crénico.
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Gl6- GSH AFH
Ne° Nombre S. Edad FDH (mgr. % c.c. Diagnéstico
(min.) de hematies)

38. V. PM. V 71 68 56  Cor pulmonale crénico.
9ISV, N 62 79 41 Cor pulmonale crénico.
4. MMM.M. H 64 47 29  Cor pulmonale crénico.
41. AN.M. V 61 79 iy Cor pulmonale crénico.
42 CrAs R 68 11 51 47  Cor pulmonale crénico.
43. DDR.N. H 64 83 82  Cor pulmonale crénico.
4, N.M.GC. V' 58 36 9 Cor pulmonale crénico.
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XI

RESULTADOS EN PACIENTES CON AFECCIONES
DEL APARATO DIGESTIVO NO MALIGNAS
(EXCEPTO HEPATOPATIAS)

Estdn incluidos en este capitulo 83 enfermos con diversas
afecciones del tracto digestivo (a excepcién de hepatopatias pre-
viamente estudiadas), de los cuales, 32 eran varones y 51, mu-
jeres. Sus edades oscilan entre los 13 v los 80 afios. Eran porta-
dores de los siguientes cuadros patolégicos: ulcus gastroduode-
nal (20), sindrome postgastrectomia (1), gastroduodenitis (1),
estenosis pilérica (1), gastritis crénica (6), gastritis hipertréfica
de Menetrier (1), pancreatitis crénica recurrente (2), tubercu-
losis intestinal (2), enteropatia crénica inespecifica (1), esteatorrea
idiopdtica o esprue nostras (2), fistula gastrocélica (1), entero-
colitis crénica (3), colitis crénica (5), colitis hemorrdgica (1), ti-
flitis (1), colon irritable (1), colitis ulcerosa gravis (1), colitis
segmentaria (1), dolicomegacolon (1), sindrome doloroso en
F.ID. (2), apendicitis aguda (4), apendicitis crénica (3), linfa-
denitis mesentérica (1), peritonitis tuberculosa (1), colecistitis
aguda (6), colecistopatias calculosas (13) y sindrome postcolecis-
tectomia (1) (véase fabla 1X).

La actividad GIl-6-FDH (test visual) fue estudiada en 55 per-
sonas (aunque desgraciadamente sélo en 8 casos simultdneamente
con las determinaciones de GSH). Tiempo de decoloracién nze-
nor de 8 minutos se encontré aqui en 7 enfermos (7 m. en
5,6 m.en 1y 5 m. en otro), en todos los cuales existian datos
clinicos o de laboratorio de anemias posthemorrdgicas o, en rela-
cién con el cuadro digestivo, de evolucién prolongada. Més de
32 minutos encontramos en 4 enfermos (2 varones con 33 m., es
decir, pricticamente normal; y 2 hembras con 37 y 43 m.). No
hay datos simultdneos de GSH en estos pacientes. En ningiin
caso encontramos tests visuales de mds de 60 minutos.

La determinacién de GSH se hizo en 35 personas. Valores
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basales inferiores a 40 mgr. por 100 sélo se encontraron en
1 caso (varén, con ulcus duodenal, 29 mgr. por 100 y reduccién
de mds del 40 por 100 tras el Beutler). GSH basal superior a los
100 mgr. se encontré en 2 personas, por lo demds sin respuesta
anormal tras la incubacién en AFH.

Por dltimo, la respuesta al test de Beutler mostré una reduc-
cién respecto a las cifras basales superior al 40 por 100 de ellas
en 2 pacientes (uno de ellos ya mencionado). No existian deter-
minaciones simultineas de la actividad Gl-6-FDH en estos dos
casos.
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TABLA IX

GLUCOSA-6-FOSFATO-DEHIDROGENASA - (TEST VISUAL), GLUTA-
TION REDUCIDO Y TEST DE BEUTLER (TRAS INCUBACION EN
AFH) EN PACIENTES CON PRO%EIS;I{;S DIGESTIVOS DE INDOLE

Gl-6- GSH AFH
N~ Nombre §. Edad FDH (mgr. % c.c. Diagndstico
(min.) de bematies)

59 10 66 53 Ulcus gdstrico.

1. AR PN

2401 R PN 13 69 55  Ulcus gdstrico.

S LT O o - s . 41 24 Ulcus géstrico.

4 MR FL N 33 68 58 Ulcus gdstrico.

2 AR N 53 53 Ulcus géstrico. Estenosis pildrica.

6. LwREH 64 17 Ulcus gastroduodenal.

1o Mo B N 49 2y Ulcus gastroduodenal.

B M NGO 9y 21 Ulcus duodenal.

9. M.R.J. H 30 18 Ulcus duodenal.

10. C.D.G H 66 7 Ulcus yuxtapildrico. Melena.

: PN 108 .50 2l R i | 12 82 5 Ulcus duodenal.

12 "R PR W L 6T 83 75 Ulcus duodenal.

130 I Lo B N 16 o T Ulcus duodenal.

i MaGCORO N 52 93 75 Ulcus duodenal.

15 GRE. ¥ 38 69 60  Ulcus duodenal.

16. M. J. L. ¥ 49 27 29 12 Ulcus duodenal. Hematemesis y
melena.

17. GM.R. V. 30 39 37  Ulcus duodenal.

18. A, EM. V 45 63 24 Ulcus duodenal.

19, NG N A4 40 36  Ulcus duodenal.

2. J. MMA. V 48 55 52 Ulcus duodenal.

21, Ee. PoY- 38 79 47 Gastrectomizado,

22. F AOF V 47 67 69  Gastroduodenitis.

23 BRP.G N 68 11 53 51 Estenosis pilérica.

20 G FIRG . o38 58 47 Gastritis crénica.

25 B G FWH 35 10 Gastritis crénica.

20 T 8 Ta N 59 9 Gastritis crénica.

7. AH G H O3 37 Gastritis crénica.

28 ZiL.G.H 19 18 Gastritis crénica.

200 Gk H T2 14 Gastritis crénica.

30, LoE.G: H 78 731 Gastritis hipertréfica de Mene-
trier.

3 G BV vl 8 Pancreatitis crdnica recurrente.

32 MMA. . H 64 Pancreatitis crénica recurrente.

3B G FM H 29 30 Tuberculosis intestinal.
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48 10 o e S Colecistitis aguda.

58 6 55 52 Colecistitis aguda.

60 43 Colecistitis aguda.

32 13 Colelitiasis.

34 21 Colecistopatia crénica.

59 16 Colelitiasis.

34 9 Colecistitis crénica.

31 41 33 Colecistopatia crénica calculosa.
32 8 77  Colecistopatia crénica calculosa.

Gl6- GSH AFH
N.* Nombre §. Edad FDH (mgr. % c.c. Diagnéstico
(min.) de hematies)
3. EHH H 32 14 Tuberculosis ileocecal. Poliposis
5. RS, M; H 43 113 93  Enteropatia crénica.
36 FM.G. V 38 66 58 HEsprue nostras.
37. ‘MLD,P. ¥ 31 20 Sindrolme de malabsorcién intes-
tinal.
3R Jo P8 NC 34 7 Fistula gastrocélica. Anemia,
oL A0 el 5 e L IR 60 48  Enterocolitis crénica.
40 AL R.H. 59 60 57 Enterocolitis crénica.
4. BBV, H 44 18 Enterocolitis crénica.
42, M. I.S. H 40 20 Colitis crénica.
43. G. % N M 3% 25 Colitis crénica.
4. BE-T.P. H & 25 Colitis crénica.
5 B I L - R 22 Colitis crénica.
46. I. R. V. H 16 7 Colitis crénica.
47, N: F: ... H' 80 23 Colitis hemorrdgica.
48. F.L.N. H 68 45 40 Tiflitis.
49, Jo B o5ON Y 43 33 Colon irritable.
50, M.R.R. H 88 84 76 Colitis ulcerosa.
51. R.HS H 24 65 55 Colitis segmentaria.
S Ay G L. W 49 57 49  Dolicomegacolon.
5 BEEE R H 29 7; Sindrome doloroso en F.ID.
54. MMF.R. H 32 7 Sindrome doloroso en F.ID.
A SAGY THL ) 13 Apendicitis aguda.
56. EMM. H 16 23 Apendicitis aguda.
57. {. g o BT T 25 Apendicitis aguda.
58 I H. R, H 25 19 Apendicitis crénica.
59. M.M.R. V. 25 17 Apendicitis aguda.
W B L R CHD G20 14 Apendicitis crénica.
6l. C.&F. H 28 11 Apendicitis crénica.
2. B STA. N 13 27 Probable linfadenitis mesentérica.
63, G 8. G H 38 15 Peritonitis tuberculosa.
ed GLS M H 59 18 67 53 Colecistitis aguda.
65, F.R.P. H 54 82 76 Colecistitis aguda.
66. MMN.A. H 50 60 47 Colecistitis aguda.
J.J LR H
BuGa G H
A M.B. H
AGD V
C.G.M. H
C.8: M. H
CoR:H. H
C.HR H
R B v H
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Gl6- GSH AFH
N Nombre S. Edad FDH (mgr. % c.c. Diagnéstico

(min.) de bematies)
V6 L ANCHPYVEL 33 8 Colecistopatia crénica calculosa.
Tl o BAM H 62 9 Colecistopatia crénica calculosa.
78080 T DyaH« <60 14 Colecistopatia crénica calculosa.
79. E. C. L H. 3 24 Colecistopatia crénica calculosa.
80. AMP. H 65 29 Colecistopatfa crénica calculosa.
81 A Pans Vw46 72 48 Colecistopatia crénica calculosa.
8. AP.B-'H 6 5 Colelitiasis. Higado graso.
83, VH G A 52 12 48 44 Sindrome postcolecistectomia.
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XI1

RESULTADOS EN PACIENTES CON PROCESOS
INFECCIOSOS DIVERSOS (INCLUIDO
REUMATISMO POLIARTICULADO)

Hemos estudiado en este grupo 42 personas de ambos sexos
(13 varones y 29 hembras), de edad comprendida entre los 3
y los 64 afios, portadores de infecciones varias, a saber: sindrome
febril de etiologia indeterminada (1), brucelosis (4), sifilis (3),
meningitis tuberculosa (2), meningitis meningocéeica (1), linfa-
denitis probablemente tuberculosa (1), linfadenitis con polisero-
sitis (1), salmonelosis (2), artritis gonocécica (1), infecciones
amigdalares (9), sinusitis (2), anexitis (6), quiste hidatidico de
pulmén (1 caso) y reumatismo poliarticular agudo (8).

Determinacién de GIl-6-FDH (test visual) se hizo en 34 per-
sonas. Entre ellas se encontré un tiempo de decoloracién infe-
rior a los 8 minutos en 7 pacientes (5 hembras con 7 m., 1 varén
con 6 m. y una hembra con 6 m.). En uno de estos casos habia
constancia de existir un cuadro anémico moderado (nim. 17,
amigdalitis).

Un tiempo de decoloracién prolongada (méds de 32 m.) sélo se
encontré en un paciente, hembra (anexitis) que presentaba un
test visual con 36 minutos. Véanse mds detalles en la corres-
pondiente fabla X.

Se efectué determinacion de GSH en 16 ocasiones. En nin-
glin caso encontramos aqui valores de GSH basal inferiores a
los 40 mgr. por 100 ni superiores a 100, es decir, fuera de lo
considerado normal por nosotros.

En cambio, en dos casos si existia una reduccién de los
valores de GSH por arriba del 40 por 100 tras el test de Beutler.
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TABLA X

GLUCOSA-6-FOSFATO-DEHIDROGENASA (TEST VISUAL), GLUTA-
TION REDUCIDO Y TEST DE BEUTLER (TRAS INCUBACION EN
ACETTL-FENIL-HIDRAZINA) EN PACIENTES CON PROCESOS IN-
FECCIOSOS Y REUMATISMO POLIARTICULAR AGUDO

N-»

Nomibre

Gl-6-

GSH AFH
S. Edad FDH (mgr. % c.c.
(min.) de bematies)

Diagndstico

k.
MNEOowRNOM AW T

EHHZORMNHNE P HP R RRCR R IR R HO M R

sl el sl alalaialo s Sal al et ot ool ol ol ol
EOmESPuPO0r<=0<prRE0NZ0nEn S@HNONOYRROR

<IN O << OO << O<<OIOn<<noOImTo O <<<X

6

16
30
12

12
2
i

N
7

14

24

25

7
19
14
17

6
10

9
19
21
20

7
14

20
25
36

7
20
30

64

58

76

68

67
50

22

58

43
35

63

60
37

Sindrome febril.

Brucelosis.

Brucelosis.

Brucelosis.

Brucelosis.

Sifilis antigua.

Sifilis terciaria.

Sifilis terciaria.

Meningitis tuberculosa. -
Meningitis tuberculosa.
Meningitis meningocécica.
Linfadenitis tuberculosa.
Poliserositis.

Salmonelosis.

Salmonelosis.

Artritis gonocdcica.
Amigdalitis. Anemia (3,6 m.).
Amigdalitis.

Amigdalitis.

Amigdalitis.

Amigdalitis.

Amigdalitis.

Amigdalitis.

Amigdalitis.

Amigdalitis.

Sinusitis.

Sinusitis.

Anexitis.

Anexitis.

Anexitis.

Anexitis,

Anexitis.

Anexitis.

Quiste hidatidico de pulmén.
Reumatismo poliarticular agudo.
Reumatismo poliarticular agudo.

Fundacién Juan March



Enzimopatia por déficit de Gl-6-FDH 69

Gl-6- GSH AFH

N Nombre S. Edad FDH (mgr. % c.c. Diagnéstico

| (min.) de bematies)

37. BET.P. H 34 22 Reumatismo poliarticular agudo.

i 3 AGE H 2 21 Reumatismo poliarticular agudo.

A CMIRQ: N 12 Reumatismo poliarticular agudo.

40, I.O.R. H 24 12 Reumatismo poliarticular agudo.

41, A.J.S. H 40 43 29  Reumatismo poliarticular agudo.
LA WA G R | 49 46  Reumatismo poliarticular agudo.
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X111

RESULTADOS EN PACIENTES CON ARTRITIS
REUMATOIDE Y LUPUS ERITEMATOSO
DISEMINADO

Figura aqui un grupo reducido de enfermos, 31 en total,
también de ambos sexos (5 varones v 27 hembras), de edades
comprendidas entre los 17 y 70 afios, reunidos en este capitulo
por esta hipotética conexién entre ambas entidades morbosas;
26 casos corresponden a artritis reumatoide en diversos estadios
evolutivos; 6 casos exactamente corresponden a enfermos con
lupus eritematoso diseminado. Véanse resultados conjuntos en la
tabla XI.

Actividad GI-6-FDH (test visual) fue determinada en 24 oca-
siones. En el subgrupo de pacientes con A.R. hemos encontrado
1 caso con tiempo de decoloracién de 7 minutos. Otro caso con
tiempo de decoloracién de 37 minutos: se trataba de una hem-
bra de 48 afios, que, por lo demds, no presenta otros antece-
dentes patolégicos aparte de los indicados. No se hizo determi-
nacién simultdnea de GSH.

Entre los pacientes con L.E.D. destaca el caso niimero 32, con
tiempo de decoloracién de 3 minutos, es decir, una actividad
extraordinariamente aumentada. Esta paciente presentaba una
anemia marcada, hipercrémica; y por otra parte habfa un afec-
tacién renal intensa que hacfa su cuadro de mal prondstico a
corto plazo. Llama la atencién poderosamente el hecho de su
sexo cromosémico masculino.

Los valores de GSH se determinaron en 19 ocasiones. No-
aportaron datos de interés en ninguno de los pacientes con A.R.
en los que tanto la cifra de GSH como tras el test de Beutler
estaban précticamente dentro de la norma. En un solo caso la
reduccién era exactamente del 40 por 100. Era una paciente
con actividad Gl-6-FDH normal por test visual. En el subgrupo
de enfermos de L.E.D. se hicieron 5 determinaciones (ver grifica
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correspondiente en el capitulo de hemopatias). Destaca un caso
(nim. 28) con GSH basal de 152 mgr. por 100, varén. Y otro
(nim. 31) con una cifra basal de 44 mgr. que tras el test de
Beutler hace mds del 80 por 100 de reduccién. Su actividad
Gl-6-FDH dio un test visual de 9 minutos, es decir, dentro de
lo considerado como normal. Creemos de valor esta observacién,
que, junto con otras, nos hablard del verdadero valor de las de-
terminaciones de GSH en el diagndstico de la enzimopatia por
Gl-6-FDH.
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TABLA XI

GLUCOSA-6-FOSFATO-DEHIDROGENASA (TEST VISUAL), GLUTA-
TION REDUCIDO Y TEST DE BEUTLER (TRAS INCUBACION EN
ACETIL-FENIL-HIDRAZINA) EN PACIENTES CON ARTRITIS REU-
MATOIDE Y LUPUS ERITEMATOSO DISEMINADO

N.=

Nombre

Gl6- GSH AFH
S. Edad FDH (mgr. % c.c.
(min.) de bematies)

Diagndstico

e b B B B B B PO B DO B e e e e e e e e
PSS SNAUR RN ESLxNaLAURESveNauR W

LAY
B =

SHYORRZEP HOU-P S EAES N EORP~E M v

PLA0OPRZOHOFI-REHmONEARROO0-wINO 0N

wE BOSREEmuAIOORORmr I« OmRRP ORmON mm R
jasdesfacunBtastorfastasfantertoctastsstorRtastartuntosfiavtastfssfosiesPolastentastfent

49
60
25
27
48
42
80
46
48
69
65
66
56
51
32
41
33
70
63
51
65
42
67
22
46
75
22
17
20
30
38
24

74

65
25
26
37
26

64

55

10 103
28
7
10

69

59

11 96

30 76

69
1}
21
24
17
13

85

20 60

24 59

11 65

10 93

9 152

21 52

11 69

9 44
3

61
54

58
50
87

42

58
72
62

Artritis reumatoide,

Artritis reumatoide,

Artritis reumatoide.

Artritis reumatoide.

Artritis reumatoide.

Artritis reumatoide.

Artritis reumatoide.

Artritis reumatoide.

Artritis reumatoide.

Artritis reumatoide.

Artritis reumatoide.

Artritis reumatoide.

Artritis reumatoide.

Artritis reumatoide.

Artritis reumatoide.

Artritis reumatoide.

Artritis reumatoide.

Artritis reumatoide.

Artritis reumatoide.

Artritis reumatoide.

Artritis reumatoide,

Artritis reumatoide.

Artritis reumatoide.

Artritis reumatoide,

Artritis reumatoide.

Artritis reumatoide.

Lupus eritematoso diseminado.
Lupus eritematoso diseminado.
Lupus eritematoso diseminado.
Lupus eritematoso diseminado.
Lupus eritematoso diseminado.
Lupus eritematoso diseminado.
(nefritis Nipica [urea 0,80]).
(anemia: 2,5 m. Amenorrea pri-
maria. Sexo cromosémico mascu-
lino).
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XIV

RESULTADOS EN PACIENTES CON DIVERSAS
AFECCIONES Y PROCESOS

El capitulo presente redne todos aquellos pacientes que no
han sido estudiados antes y que a su vez no corresponden con
los afectos de cuadros hematolégicos y especialmente con los que
expresan clinicamente el déficit de GI-6-FDH, a los cuales conce-
demos un interés principal. Se incluyen aqui 137 enfermos de
ambos sexos (49 varones y 88 hembras) con edades que oscilan
entre los 7 y los 100 (1 varén con arteriopatia obstructiva
de miembros inferiores), que padecfan los mds diversos cuadros.
Renunciamos a la enumeracién de los mismos, puesto que no
existe un nexo etioldgico y remitimos a la fabla XII, donde es-
tdn expuestos los resultados de esta investigacién.

La actividad GI-6-FDH (test visual) se investigb en 111 pa-
cientes, de los cuales, 4 tenfan un aumento de la misma (tiempo
de decoloracién inferior a los 8 minutos). Por el contrario, existia
un tiempo de decoloracién superior a los 32 minutos en 7 ocasio-
nes: 34 m. en una mujer embarazada, con un GSH de 34 mgr,
por 100 y test de Beutler normal. También en otra mujer con
un sindrome vulvar (no habia GSH en este caso); 35 m. se en-
contré en un varén operado de hernia inguinal; y en otro con
cefalalgia (en ninguno de ellos habfa GSH simultdneamente de-
terminado); 40 m. encontramos en 2 hembras, de las que una
tenfa un GSH dentro de la norma (no se determiné en la otra);
45 m. encontramos en 2 casos mds: 1 varén y 1 hembra, en
ninguno de los cuales habia GSH simult4neo.

Se encontrd una actividad GI-6-FDH précticamente ausente
(tiempo de decoloracién superior a 60 minutos) en 2 casos: 2 va-
rones, portadores de una fractura de extremidad inferior y una
aortitis luética respectivamente.

Los wvalores de GSH en estos pacientes se determinaron en
52 personas. Encontramos cifras de GSH basal inferiores a los
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40 mgr. por 100 en 6 ocasiones: 1 mujer embarazada, 2 varo-
nes con arterioesclerosis, 2 nifias de 11 y 16 afios con una here-
doataxia cerebelosa de Friedrich y en otra mujer con una epilep-
sia temporal, La actividad Gl-6-FDH era normal en 3 de estas
6 personas, en las que se hizo determinacién simultdnea.

Reduccién superior al 40 por 100 respecto a la cifra basal
encontramos en 2 ocasiones: una (caso ndim. 40) con casi el
70 por 100 de reduccién; otra (caso nim. 60) con un 45 por 100
de reduccién. En ninguno de los dos casos habia determinacién
sistemdtica de actividad GI-6-FDH.
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TABLA XII

GLUCOSA-6-FOSFATO-DEHIDROGENASA (TEST VISUAL), GLUTA-
TION REDUCIDO Y TEST DE BEUTLER (TRAS INCUBACION EN
ACETIL-FENIL-HIDRAZINA) EN PACIENTES CON AFECCIONES

VARIAS
Gl-6- GSH AFH
N* Nombre S. Edad FDH (mgr. % c.c. Diagnéstico
(min.) de bematies)
1 d g B e el - N 11 63 50 Embarazo en 9.° mes.
2 AN L HY 28 34 34 32 Embarazo en 9.° mes.
3. AMM. H 24 9 Embarazo en 5.° mes.
4. D-AqL, B 38 21 Embarazo en 9.° mes.
¥ ToMAS, Hi 34 13 Embarazo en 4.° mes. Feocromo-
citoma.
6 E R.8 H. 29 49 49 Puerperio.
To J-H B H 2% 56 50 Puerpeno.
8 EOR NieBig 232 76 62
9: ‘BoH-H,  Hig 37 66 56 Aborto chfendo
100 MM.A. H 26 15 Cistitis.
1. A G H 49 19 Vaginitis.
12, JiBoGia B 252 19 Prolapso uterino.
15, J PodCoiEs ) B3 16 Cervicitis.
14. M.M.A. H 18 11 Metrorragias.
15, MMR.M. H 48 10 Menopausia.
16. N.B.M. H 52 12 70 66 Lumbartrosis.
1 Gl M Hi (63 23 97 85 Lumbartrosis.
18, G AN H 57 24 84 77 Lumbartrosis.
19. G.J.LM. V. 20 11 67 45 Hernia discal.
200 NMAST. H 7 30 64 52 Gonartrosis.
7 1 0 R 2 88 66  Periartritis escapulo-humeral.
2. ARG H 32 85 75 Coxartrosis.
23 BL LM 18 21 Sacroileftis bilateral.
24 G B B Ny il 25 Osteoporosis.
25:.0 L A H 5T 21 ia.
2. MM.R. H 53 23 Sir;)drfl)me de insuficiencia verte-
ral.
28 MG W67 22 Artritis de cadera.
28 BG PN 24 32 Hernia
29: -AGE A W <83 24 Artrosis de rodilla.
=/ R (T el el ¢ IR 21 Discartrosis.
3. JoBG o Yo 8)e No décol. Fractura de extremidad inferior
izquierda.
32. R.G:G.-H 52 65 52 Pélipo cervical benigno.
33. M\L.M. H 40 59 47 Pélipo cervical benigno.
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Gl-6- GSH AFH
S. Edad FDH (mgr. % c.c.
(min.) de hematies)

Diagndstico
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Fibroma de mama.

Pélipo vesical.

Papiloma vesical.

Adenoma de préstata.

Prostatismo.

Abuso de fenacetina.

Intoxicacién barbitirica.

Uretritis.

Litiasis de vejiga.

Litiasis de vejiga.

Catarata senil.

Catarata zonular bilateral.

Cataratas.

Catarata senil.

Catarata senil.

Catarata bilateral.

Catarata senil.

Anorexia psicégena.

Porfiria cutdnea.

Hernia epigdstrica.

Posoperatorio de hernia inguinal.

Distrofia muscular progresiva.

Arterioesclerosis generalizada.

Arterioesclerosis generalizada.

Arterioesclerosis generalizada.

Arterioesclerosis generalizada.

Arterioesclerosis generalizada.

Arterioesclerosis generalizada.

Arteriopatia obstructiva de miem-
bro inferior.

Trombosis de arteria central de
retina.

Varices.

Enfermedad de Buerger. Hemi-
plejia.

Sindrome postcomisurotomfa.

Carditis reumdtica.

Carditis reumdtica.

Carditis reumdtica.

Valvulopatfa mitral.
de repeticién.

Carditis reumdtica.

Carditis reumdtica.

Valvulopatfa mitral.

Valvulopatia mitral.

Embolias
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Gl6- GSH AFH
N° Nombre S. Edad FDH (mgr. % c.c. Diagnéstico
(min.) de hematies)
T3 M. MoV..H 38 10 Valvulopatia mitral. Insuficien-
cia cardiaca.
7 1. TS, ‘Hi 44 11 53 41 Valvulopatia mitral.
e NaMV - 30 61 58  Valvulopatia mitral.
78. ALA.L. H 2 12 56 51  Valvulopatfa mitral.
9%, B D NawHe Y 11 Valvulopatia mitral.
B0 R st oF D 39 14 Valvulopatia mitral.
8L, L. ¥ L. 3 3D 18 Valvulopatia mitral.
82 .M. 1. H 18 24 Valvulotomfa tras valvulopatia
mitral.
33 B ML H.. 26 62 54 Lesién mitroadrtica.
4. F.CFE YV M 8 81 75  Lesién mitroadrtica.
8. CGEM H 64 20 Insuficiencia cardfaca congestiva.
86 P NN H 32 25 Insuficiencia cardfaca congestiva,
87. LT M. H 40 11 Insuficiencia cardiaca congestiva.
88 ET. 1. H 68 8 Insuficiencia cardiaca congestiva.
82. MR.O. H 45 7 43 41 Insuficiencia cardiaca congestiva.
o) RSoA BB 7 56 46 Insuficiencia cardiaca congestiva,
of. (NLM.C, N 52 50 37 Insuficiencia cardiaca congestiva.
922, E O Vo H. 44 14 Cardiopatfa hipertensiva.
93, T Gi.S: W VRZEL w3 Fibrilacién auricular. Parkinson.
9. CiReM. XN 57 67 61 Cardioesclerosis.
95. M\ V.S. NV 67 46 39 Cardioesclerosis.
O, GG X 3R 4D 64 59 Cardioesclerosis.
9. A-B. S0 H 80 23 47 38 Cardioesclerosis.
98, B VLR V72 17 Cardioesclerosis.
9% D.M-§8. H & 16 Cardioesclerosis.
100. . M. R. V 69 10 Cardioesclerosis.
1068 AnG °H 6l 12 Cardioesclerosis.
W ER-M, N 3 6 Cardioesclerosis.
3 L PP oH 63 40 Cardioesclerosis
.G C.GVH T4 28 Cardioesclerosis
190G V] 76 23 Cardioesclerosis.
106. F. B. M. V 61 12 Bloqueo de rama izquierda.
107. RMM. N 52 71 67 Infarto de miocardio.
108. . M. E. V 67 No dec. Aortitis luética.
109. A, R.C. H 69 22 Neuralgia de trigémino.
"o RGNV 40 10 Neuralgia de trigémino.
111. M.R.C. H 42 22 Neuralgia de trigémino.
112 K. &8 P N 2 10 Polineuritis carencial.
(13 AR N H  BS 20 55 45 Esclerosis en placas.
4 BOS N, ¥ 54 22 57 47 Pardlisis bulbar crénica.
15 P:G H 54 34 Sindrome bulbar.
He: F.C. G V 36 7 Sindrome de compresién medu-

lar.
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Gl6- GSH AFH
N° Nombre S. Edad FDH (mgr. % c.c. Diagndstico
(min.) de bematies)
117. M.G.G. H 11 39 36  Heredoataxia de Friedrich.
118. M.A.G. H 16 12 28 24 Heredoataxia de Friedrich.
119. D, H. Mo -H' 168 45 Hemorragia subdural.
120, G Gl 55 23 Embolia cerebral.
121, M. oMo 65 <28 Hemiplejia. Trombosis cerebral.
122, K. G M. 'V .66 10 Hemiplejia. Accidente vascular
cerebral.

1230 1Go B H), 400 28 31 28  Epilepsia temporal.
IZAUE T 20 19 55 44  Epilepsia temporal.
125. 1. R R, ¥ 7 12 Epilepsia.
126. M.R.M. V 24 74 61 Distonia neurovegetativa.
127. D- L. M; H- 60 9 75 62  Parkinson.
128. RRM. H 65 9 47 41 Parkinson.
129. A..B.B. ¥ 30 35 Cefalalgia.
130. ARM. H 44 11 Cefaleas.
131 1. F & oHe - 32 16 Cefaleas.
132 B G Mo 30 30 Sindrome de Barré-Lieu.
1B MIT:MH 19 25 Jaqueca.
134 MG.R. H 28 18 Jaqueca.
135.C.C M. H 4 21 Neurosis de angustia.
136, B'R. DIV 27 20 Psiconeurosis.
137Z.AAFFM. H 4 10 Histeria.
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XV

RESULTADOS EN PACIENTES CON AFECCIONES
HEMATOLOGICAS Y RETICULOSIS MALIGNAS

Hemos incluido en este capitulo a un grupo de 37 personas
afectas de cuadros hematolégicos que ocupaban el primer plano
de la enfermedad, asi como sujetos con una reticulosis de indole
maligna; 12 eran varones y 25 mujeres. La edad oscila entre
los catorce y 78 afios.

Los cuadros clinicos que portaban estos enfermos eran:
anemia hipocroma (la mayor parte de las veces posthemorrégica)
(7), anemia hipocroma en el marco de una macroglobulinemia (1),
anemia perniciosa (3), anemia hipercroma-megalobldstica (en un
caso asociada a pelagra) (3), anemia megalobldstica en una ci-
rrosis hepdtica (1), anemia hemolitica de indole poco clara (4),
talassemia minor (1), anemia por exposicién a rayos X (1), ane-
mia apldstica, probable fase aleucémica de una leucosis (1), leu-
cemia mieloide crénica (2), leucemia linfoide crénica (1), trom-
bopenia (1), parahemofilia (1), enfermedad de Hodgkin (7), re-
ticulosis maligna no bien filiada (1), plasmocitoma beta (1) y
cloroma (1) (véase tabla XIII).

La actividad GI-6-FDH se determiné en 35 de estos enfer-
mos. Llama poderosamente la atencién el tiempo de decoloracién
tan reducido (es decir, la alta actividad Gl-6-FDH) en la mayor
parte de los sujetos con un cuadro anémico, aqui recogidos, asi
como en el mimero 25, con una leucosis linfoide crénica. En
9 personas el tiempo de decoloracién era inferior a 8 minutos;
pero obsérvese que en casi todos los demds casos de este capi-
tulo (con las excepciones que ahora indicaremos) se aproxima
a este margen inferior en cuanto a tiempo.

En 2 casos (anemia megalobldstica con cirrosis hepdtica y
anemia apldstica) no hubo decoloracién pasados 60 minutos, es
decir, se revelé un déficit completo de actividad Gl-6-FDH. Es-
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80 Estudios médicos y bioldgicos

tos casos (nims. 15 y 22, junto con el nim. 20) serdn referidos
con extensién en el siguiente capitulo ’

El GSH se determiné en 16 casos. En las hemopatias no
revel6 ningiin comportamiento de particular, tanto en sus cifras
basales como tras el test de Beutler (ver gréficas 4, A y 4, B). En -
cambio, en un paciente con plasmocitoma y en otro con un cloroma
la cifra basal estaba ligeramente por debajo de los 40 mgr. por 100.
En este dltimo (nim. 37) y en otro paciente con Hodgkin la
reduccién tras test de Beutler era superior al 40 por 100 res-
pecto al valor basal (véase grifica 3, B, pag. 53).
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TABLA XIII

GLUCOSA-6-FOSFATO-DEHIDROGENASA (TEST VISUAL), GLUTA-

TION REDUCIDO Y TEST DE BEUTLER (TRAS INCUBACION EN

ACETIL-FENIL-HIDRAZINA) EN PACIENTES CON AFECCIONES
HEMATOLOGICAS Y RETICULOSIS

Gl6- GSH AFH
Ne* Nombre S. Edad FDH (mgr. % c.c. Diagnéstico
(min.) de bematies)

LB T Ao 54 7 Anemia poshemorrigica (2,5 m.).
2. ER R -H 68 8 Anemia hipocroma. Cataratas.
3. ARG N 6 10 Anemia poshemorrdgica.

4. M.L.H H & 10 Anemia normocroma.

5N S L H 3 6 Anemia de indole indeterminada.

6 T.M:O. H 30 10 Anemia hipocroma. Aquilia.

e GGER, HIS 50 8 Anemia poshemorrdgica.

8. MGCC H 78 8 Anemia hipocroma. Macroglobu-
linemia.

9, G.M.M. H 62 5 44 33 Anemia perniciosa de Biermer.

10, M H.H. H 75 7 52 39  Anemia perniciosa.

1. A PO H 54 7 Anemia perniciosa.

12 T B B H- 2R 7 Anemia hipercroma indetermi-
nada.

B MNH H_ 70 25 Anemia megalobldstica.

14. E. B . 5. H 6 8 Anemia megalobldstica. Pelagra.

15. A. R. 8. H 42 No dec (1) Anemia megalobldstica. Ci-

rrosis bepitica.

16. A G:HH 32 9 79 45  Apemia hemolitica.

17 FoA.M, N 20 30 66 45 Anemia hemolitica.

18. JRM H 58 7 39 35 Anemia hemolitica. .

e, G Bl 54 10 Anemia hemolitica.

20, GG H .33 T 66 60 (1) Talasemia minor-minima.

2 SRR, B 42 10 Anemia por exposicién a R, X.

22, T.R. P. ¥V 31 Nodec (1) Anemia apldstica. Probable.

leucosis en fase aleucémica.

23, e LR HID 36 9 72 67 Leucemia mieloide cromca

o ) e B Tl (T 8 Lencemia mieloide crénica.

2. LG E Y 60 7 98 97 Leucemia linfoide crénica.

26. S. A. H 28 22 54 42 Trombopenia.

2. LT M. M. Y 25 30 Parahemofilia. Hermartrosis de-
E:c};a (No antecedente fami-
ar).

281G B Y 36 25 45 34  Enfermedad de Hodgkin.

29 AL GORy Y 48 25 80 71 Enfermedad de Hodgkin.

g Do BGs TH 29 8 67 52 Enfermedad de Hodgkin.

6
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Gl6- GSH AFH
N Nombre S. Edad FDH (mgr. % c.c. Diagnéstico
(min.) de bematies)
3. AAM V 23 8 84 48 Enfermedad de Hodgkin. Com-
32, C: P By H- 18 20 ponente hemolitico.
Enfermedad de Hodgkin.
PoS0G A: H. W0 10 Enfermedad de Hodgkin.
M. GRM H 27 77 69  Enfermedad de Hodgkin.
8. ) GG Y28 30 Reticulosis maligna.
36. A.C.A. H 68 30 37 37 Plasmocitoma beta.
3. J. 8B,V 14 30 10 Cloroma.
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GRAFICA 4, A

REPRESENTACION DE VALORES DE GSH BASAL Y TRAS TEST
DE BEUTLER EN 8 PACIENTES CON HEMOPATIAS DIVERSAS
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GRAFICA 4, B
REPRESENTACION DE VALORES DE GSH BASAL Y TRAS TEST

DE BEUTLER EN 5 ENFERMOS CON LUPUS ERITEMATOSO
DISEMINADO
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XVI

ESTUDIOS ENZIMATICOS EN GRUPOS DE FAMILIAS
Y CASOS AISLADOS

Estudiamos aqui a 28 personas que, excepto en un caso
concreto, forman parte de una familia, siendo 5 en total las fa-
milias que han sido en parte o en todo estudiadas desde el punto
de vista clinico y hematolégico.

En este capitulo el motivo de la investigacién surgié de algiin
paciente que sibitamente sufrié un fenémeno hemolitico agudo
y con la mayor rapidez fue internado en un centro hospitalario.
Al reconocer en €l el trastorno que nosotros andamos investi-
gando, se hizo una investigacién lo mds meticulosa posible en
los demds miembros de su familia. Tal ha sido la situacién en
las 3 primeras familias que a continuacién presentaremos. Todas
ellas tenian uno o méds miembros con historia reciente o lejana
de favismo.

En otra ocasién (4.* familia a estudiar), en el transcurso de
la investigacién sistemdtica que efectuamos en pacientes del Hos-
pital Clinico, encontramos una enferma con cirrosis hepdtica de
claro origen alcohdlico y una anemia intensa concomitante de
indole poco clara: en ella el test visual para la Gl-6-FDH mostré
una ausencia casi completa de actividad. La exploracién espectro-
fotométrica en ella y sus 3 hijos corroboré”el defecto, si bien
en este caso se trata de una forma crénica, mucho menos habi-
tual que las manifestaciones agudas.

Hemos incluido en esta relacién a otra familia, cuya madre
vino a la consulta privada nuestra porque de siempre venia con
un tinte subictérico que ocasionalmente se hacfa m4s intenso.
La exploracién morfolégica en sus hematfes demostré la exis-
tencia de una talassemia minor transmitida a uno de sus hijos.
Dadas las frecuentes relaciones entre esta tara hematolégica (tam-
bién mediterrdnea) con el déficit por GI-6-FDH, sometimos a
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86 Estudios médicos y bioldgicos

la familia a un estudio enzimético. También se exponen sus re-
sultados.

Por dltimo, un estudiante de Medicina natural de Amman
(Jordania) experimenté una aguda crisis hemolitica que fue reco-
nocida inmediatamente como un caso de favismo. Se ha incor-
porado también al estudio de estos casos particulares.
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FAMILIA M. P. S. Naturales de Illora (Granada)

Entramos en contacto con esta familia a través del doctor
don Juan Mufioz, médico de este pueblo que asistié al hijo 3.° en
plena crisis hemolitica y nos lo remitié para su estudio.

Los datos recogidos figuran en la tabla XIV, tanto en el
enfermo remitido como en los demds miembros de la familia.

En el abuelo paterno no se pudo hacer estudio alguno.

La abuela materna no tenia datos personales de interés, Epi-
sodios dolorosos epigédstricos irregulares que interpretamos como
«gastritis». Los datos hematol6gicos son normales, asi como los
tests especificos para identificar la enzimopatia por Gl-6-FDH.

El abuelo materno, que también se somete a nuestras explo-
raciones, estd siendo sometido a tratamiento por padecer moles-
tias de retencién urinaria que le han sido diagnosticadas como
prostatismo por probable adenoma prostéticc. Por lo demds, da-
tos hematolégicos y tests especificos son también normales.

La abuela paterna también se somete a exploracién. Aparte
dolores lumbares que padece en la actualidad, carece de antece-
dentes hemoliticos o accidentes en relacién con la ingesta de
habas, No hay datos anormales en su exploracién de laboratorio.

El padre de esta familia tiene antecedentes de haber pade-
cido manifestaciones urticdricas (habones) al haber entrado en un
habar en alguna ocasién. Ningin otro dato orientador. Las de-
terminaciones enzimdticas v test de Beutler son normales.

La madre cuenta que teniendo 8-9 afios de edad y tras inge-
rir habas verdes tuvo vémitos abundantes. Al dia siguiente icte-
ricia muy intensa, mialgias en piernas, brazos y regién lumbar
v orinas como cofac. El cuadro duré 7-8 dias, cediendo esponté-
neamente. Con 18 afios de edad, de nuevo y tras la ingesta de
habas verdes (no las habia vuelto a tomar hasta entonces), nuevo
cuadro parecido. Con 27 afios vuelve a probar habas verdes y se
repite el cuadro con mds intensidad, acompafidndose los dolores
lumbares de ictericia franca. Todo desaparece espontidneamente
a los 7-8 dias. En vista de esto no ha vuelto a probar el fruto.

Datos de laboratorio: GSH basal normal. Test de Beutler
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anormal. Test visual: revela muy escasa actividad Gl-6-FDH.
Test espectrofotométrico: corrobora cuantitativamente la muy es-
casa actividad GI-6-FDH de sus hematies. Es por tanto portadora
del rasgo enzimopitico.

El hijo 1.° no tiene antecedente patolégico alguno. Los datos
de laboratorio revelan una cifra de GSH basal baja (34 mg. %)
con una respuesta pricticamente normal al test de Beutler, Acti-
vidad Gl-6-FDH normal.

La hija 2. no tiene antecedentes de ninguna clase. No obs-
tante, y a pesar de un GSH basal normal y respuesta normal al
test de Beutler, la actividad GIl-6-FDH (test visual v test espec-
trofotométrico) se muestra relativamente baja. Posible portadora
del rasgo.

El hijo 3.° (gemelo bivitelino del siguiente) cuenta la siguien-
te historia, motivo del descubrimiento de esta familia: tres dias
antes, toma de habas crudas en abundancia. Desde un par de
horas después, vomitos, palidez, dolor de abdomen y miaigias.
Orinas color vino tinto. Anuria desde hace 24 horas. En el dia
de hoy, estado de semiobnubilacién. Discreta ictericia aparecida
desde ayer. En el primer hemograma hay 1.190.000 hematies.
Test de Coombs (directo e indirecto) negativos. Después de
3 transfusiones de sangre fresca total (unos 750 c.c.) viene a
nuestro Servicio, ya muy recuperado. Han pasado 4 dfas desde
el comienzo.

Hemograma: 5.200.000 hematies. GSH basal bajo (39 mgr.)
y Beutler poco expresivo. Actividad Gl-6-FDH (test visual y es-
pectrofotométrico) francamente baja, casi ausente. En resumen:
portador del rasgo (completo ?).

Los bijos 4.° y 5.° (hembras) carecen de antecedentes pato-
légicos. Las exploraciones enziméticas son normales,

Véanse datos resumidos en tabla XIV.
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TABLA XIV

DATOS CLINICOS Y HEMATOLOGICOS DE LA FAMILIA M. P. S.
(ILLORA, GRANADA), PORTADORA DEL DEFECTO ENZIMATICO
EN GLUCOSA-6-FOSFATO-DEHIDROGENASA

GSH GIl-6-FDH
Miembro Edad  Clinica  Hematies Basal Beutler Visual Espectrof.
A. 8. C.
Abuela

paterna 67 Lumbalgia 3,5 m. 49 46 18 m. 248 Uds.
A. M. C.
Abuelo
materno 65 Prostatismo 4,5 m. 60 58 22 m. 266 Uds.
G ALM.
Abuela
materuas 61 Gastritis 4,0 m. 46 39 15 m. 290 Uds.
M. P. S.
Padre 43 Urticaria

con habas 4,5 m. 53 42 20 m. 265 Uds.

Madre 38 FAVISMO 4,3 m. 59 13, S5m. S0Uds

ﬁifoPL-M' 14 VS 50m., 34 29 22m. 221Uds.
Hia1® 9 VS 45m. 43 38 35m. 198Uds.
M. P. M.

Ig[ijoPJ."M 4 FAVISMO 42m. 39 32 60m 40Uds.
Hija 4° 4  VS. ALY e 3 St e S T
I P. M

Hija 5° 16 m. VS. 40m. 52 48 20  248Uds.

Valores: GSH en mgr. por 100 c.c. de hematies (normal 40-100 mgr.)
Gl-6-FDH:

Visual en minutos de decoloracién (normal 8-32 minutos).
Espectrof. en unidades por 10-° hematfes (normal 200-500 Uds ).
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FAMILIA E.S.S.

Oriunda de Atarfe (Granada).

Se reconoce el cuadro hematolégico por una crisis experimen-
tada por el hijo 2.°, de 5 afos, que es traido en grave estado a
la Clinica Universitaria de Pediatria (Prof. Dr. A. Galdé Villegas),
en donde realizamos las primeras exploraciones enzimdticas. Re-
cogemos datos de padre y madre, aparte el nifio enfermo, que
estdn resumidos en la fabla XV.

El padre vive sano y no tiene antecedentes relacionados con
la historia de su hijo. Hepatitis con 26 afios. Exploracién clinica
normal.

Datos hematclégicos, GSH y Beutler y datos enzimdticos
normales.

La madre también vive sana actualmente. No recuerda ante-
cedentes familiares ni personales de favismo. Exploracién fisica
normal.

Datos hematoldgicos: hematies, 4.200.000. Hemoglobina, 78
por 100.

GSH: valor basal normal (limite inferior: 48 mgr. % ). Tras
test de Beutler gran reduccién (23 mgr. %, mds del 50 %). Ac-
tividad GI-6-FDM (test espectrofotométrico): 179 Uds, es decir,
por debajo de la norma.

Se trata, pues, de una portadora (al parecer incompleta) del
rasgo.

El hijo 1. estd ausente. No se pueden hacer exploraciones.

Su madre recuerda que un par de ocasiones, tras la ingesta
de habas verdes, ha tenido orinas como vino tinto y algunas
molestias generales. (Portador del rasgo ?)

El hijo 2.°, de 5 afios, sin antecedentes de interés, hace 5 dias
tomd varios granos de habas verdes. A las 48 horas, cuadro de
vémitos, astenia, escalofrios, obnubilacién y color amarillo de
piel. Se traslada inmediatamente a Granada. A la exploracién
llama la atencién su estado general grave. Palidez-subictericia de
piel y mucosas. Hemograma: 2.800.000 hematies. Recibe trans-
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fusién inmediata de 100 c.c. y luego otra de 200 c.c., sangre
fresca, total.

Nuestras exploraciones, efectuadas a los 5 dfas del accidente,
revelan: hematfes, 3.200.000. Hemoglobina, 63 por 100. GSH
basal, 35 mgr. (bajo), y Beutler, 23 mgr. (dudoso). Actividad
Gl-6-FDH (espectrofotométrico): 175 Uds. Varén portador del
rasgo.
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TABLA XV

DATOS CLINICOS Y HEMATOLOGICOS DE LA FAMILIA E. S. S.
(ATARFE, GRANADA), PORTADORA DE DEFECTO ENZIMATICO
EN GLUCOSA 6-FOSFATO-DEHIDROGENASA

GSH Gl-6-FDH

Miembro Edad  Clinica  Hematies Basal Beutler Visual Espectrof.
:
Padre 42 Catarros 4,6 m. 74 47 —  372Uds.
M. A. G.
Madre 42 V.S. 4,2 m. 48 23 — 179 Uds.
H. S A,
Hijo 1.° 14 Tras inges-

ta de ha-

bas orinas

hema tiri-

cas.

Ausente.
TS
Hijo 2. 5 FAVISMO 32 m. 35 23 —  175Uds.
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FAMILIA M. H. M.
Oriundos de Santafé.

Raza gitana.

Se descubrié esta familia por el cuadro hemolitico agudo de
mediana intensidad experimentado por el hijo 3.°, de 3 afios.
Ingresado en el Servicio de la Clinica Universitaria de Pediatria
(Prof. Dr. A. Galdé Villegas), también iniciamos aqui la investi-
gacién, si bien, como en los dos casos anteriores, hubimos de
desplazarnos al pueblo de origen para investigar otros familiares.

Los resultados estdn expuestos en forma resumida en la ta-
bla XVI.

La abuela materna pudo ser estudiada. Personalmente no re-
cuerda antecedentes de interés. Sin embargo, cuenta que #na hija
y varios nietos suyos han tenido accidentes graves com orinas
oscuras después de tomar habas verdes. La exploracién fisica es
normal. Datos hematoldgicos también. Actividad Gl-6-FDH (es-
pectrofotométricamente), 250 Uds., es decir, dentro de la norma.

¢Portadora del rasgo sin expresién bioquimica?

El padre vive sano. Nada de particular en sus exploraciones
clinicas ni de laboratorio.

La madre corrobora la informacién dada por la abuela ma-
terna: algunos de sus sobrinos padecen cuadros parecidos a los
ocurridos a sus hijos por ingerir habas verdes.

Personalmente, hace unos dias tomé habas frescas y sintié
ligeras molestias generales que no especifica. No puede entrar en
un habar porque se marea, cuando estén en flor, y posterior-
mente tiene orinas oscuras. Nunca ictericia. Bronquitis asmdtica.

Laboratorio: hematies, 3,6 millones. Hemoglobina, 11 gramos
por 100. GSH basal: 33 mgr. (valor bajo inicial) con Beutler no
significativo. Actividad GI-6-FDH: 196 Uds. (test espectrofoto-
métrico), es decir, por debajo de la norma.

Portadora del rasgo con expresién clinica del mismo.

El bijo 1.° actualmente asintomdtico. Con 1 afio de edad,
cuadro de ictericia tras la ingesta de habas verdes. Datos hema-
tolégicos normales. GSH basal normal-bajo. Beutler intensamente
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positivo. Actividad GI-6-FDH: 75 Uds. (déficit muy intenso).

Se trata, pues, de un portador del rasgo completo.

El hijo 2.° es normal. No hay antecedentes. La exploracién
clinica y de laboratorio no arroja ningiin dato sospechoso.

El bhijo 3.°, de 3 afos, varén, no tenia antecedentes anor-
males.

Hace 4 dias ingirié habas verdes y pasadas 48 horas comenz6
con molestias difusas en abdomen y fiebre alta, vémitos y sub-
ictericia. Desde hace 4 dias, orinas como vino tinto.

A la exploracién fisica hay ictericia discreta de piel y mu-
cosas. Taquicardia. Higado a 2 traveses dolororoso. Laboratorio:
hematfes, 1.270.000.

Se practica transfusién en el mismo dfa del ingreso (250 c. c.).

A los 7 dias del accidente es estudiado por nosotros. Hema-
ties, 3.000.000. GSH basal normal-bajo (45 mgr. %). Beutler
intensamente positivo (9 mgr. % ): Actividad GI-6-FDH (espec-
trofotométricamente): 180 Uds. (por debajo de la norma).

Varén portador del rasgo.

(Véase tabla XVI.)
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TABLA XVI

DATOS CLINICOS Y HEMATOLOGICOS DE LA FAMILIA E. H. M.
(SANTAFE, GRANADA), PORTADORA DE DEFECTO ENZIMATICO
EN GLUCOSA-6-FOSFATO-DEHIDROGENASA

GSH Gl-6-FDH
Miembro Edad Clinica  Hematies Basal Beutler Visual Espectrof.

A. H. M.

Abuela

materna 62 V.S, 4,3 m. 55 46 —  250Uds.
M. H. M.

Padre 31 V.S. 4,5 m. 72 64 — 265 Uds.
M. R. H.

ﬁadlfle 3 28 FAVISMO 3,6 m. 33 26 — 196 Uds.
Hijo 1° 10 FAVISMO 4,0 m. 46 0 — 75 Uds.
A. H. R.

Hijo 2° 8 NS, 4,4 m. 52 50 — 277 Uds.
J.H. R.

Hijo 3.° 3 FAVISMO 3,0 m. 45 9 — 180 Uds.
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FAMILIA A. R. §.

(Estudios en madre y 3 hijos.)

Padre (1), natural de Guadix (Granada).

Madre, natural de Madrid.

El descubrimiento de esta familia (estudiada incompletamen-
te por causas ajenas a nosotros) se hace a través de la madre,
ingresada en nuestro Servicio de Patologia Médica con una cirro-
sis alcohélica de 6 aiios de evolucién. Al efectuar test visual de
Gl-6-FDH en todos los enfermos del Servicio se encuentra una
actividad patoldgica, muy disminuida, por lo que se hace un es-
tudio mds detenido del cuadro.

El padre fallecié hace 8 afios con una cirrosis alcohélica. No
se conocen antecedentes hemoliticos. Fallecié en coma hepitico
con subictericia.

La madre, de 42 afios, muestra al ingreso una cirrosis heps-
tica de claro origen alcohélico, actualmente descompensada (asci-
tis y diatesis hemorrdgicas). Llama la atencién su intensa anemia
(2.200.000 hematies) y la presencia de eritroblastos en sangre
periférica. Sideremia: 200 gammas por 100. Lipidos totales:
1.000 mgr. por 100. Colesterinemia total: 298 mgr. por 100. Se
sospecha un sindrome de Zieve. La actividad Gl-6-FDH revela
un test visual de 50 minutos (déficit parcial) y 100 Uds. Se trata,
al parecer, de una portadora intermedia del déficit. No hay ante-
cedentes hemoliticos agudos, Llama la atencién, en cambio, su
cuadro hematolégico qure hace pensar que sea expresién de una
forma crénica del defecto enzimdtico en cuestién. Por este mo-
tivo se hace exploracién también en los hijos. (Otros familiares
no guardan relacién con la enferma.)

El hijo 1.°, 17 afios, vive sano. No hay antecedentes de inte-
rés. La actividad G1-6-FDH se muestra deficitaria (visual, 40 mi-
nutos; espectrofotométrica, 150 Uds.). Es, pues, un portador in-

completo del rasgo.
Los hijos 2.° y 3.° viven sanos, no hay antecedentes en ellos
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y sus exdmenes hematoldgicos y enziméticos revelan valores not-
males. P
Creemos que se trata en esta familia de una forma clinica
de caricter crémico expresada por una anemia hemolitica que
acompania a la cirrosis bepética de la madre.
(Véanse resultados resumidos en tfabla XVII.)
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TABLA XVII

DATOS CLINICOS Y HEMATOLOGICOS DE LA ENFERMA A. R. S.
E HIJOS. PROBABLE FORMA CRONICA DE DEFECTO ENZIMATICO
EN GLUCOSA-6-FOSFATO-DEHIGROGENASA

Gl-6-FDH

Miembro Edad Clinica Hematies  Visual Espectr.
Padre (+) Cirrosis alcohdlica. 2,2 m. 50 m. 100 Uds.
A.R.S. 42 Anemia hipercroma- Presencia
Madre megalobldstica. de eritro-

Sindrome de Zieve. blastos.

Lipidos totales:

1.000 mgr.

Colesterinemia:

298 mgr.
J. B. R.
Hijo 1.° V.S. 4,5 m. 40 m. 150 Uds.
R. B. R.
Hijo 2° V. 5,0 m. 26 m. 200 Uds.
Ay BLORS
Hijo 3° VS. 4,5 m. 23 m. 200 Uds.
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FAMILIA M. G. M.

Nacidos en Granada.

Se descubre en esta familia una tara hematoldgica que no es
objeto directo de nuestro estudio, pero que por haberse mencio-
nado ocasionalmente el hecho de existir asociaciones entre am-
bos rasgos fue estudiada también. El reconocimiento de la tara
se hace a través de la madre, que acude a nuestra consulta pri-
vada «para enterarse de la enfermedad que tiene». No hay ante-
cedentes de nacimiento ni en los primeros afios de vida. Con
3 afos, sarampién muy fuerte en el transcurso del cual se puso
muy amarilla. Pasada la infeccién quedé el tinte ictérico que ya
nunca méds ha vuelto a desaparecer, persistiendo con alternativas
de intensificacién y debilitamiento del color de la piel. Siempre
que se resfria y tiene fiebre se intensifica la ictericia.

Antecedentes personales: nada aparte de lo indicado.

Antecedentes familiares: por parte paterna recuerda que sus
parientes «siempre estdn verdes» (es decir, de color subictérico).

Ha tenido dos hijos (V. y H.) que estdn subictéricos ocasio-
nalmente. Por lo demds, sin interés,

Exploracién fisica: subictericia manifiesta de piel y mucosas.
Frente ancha. Se palpa bazo 2 traveses. Higado dudoso. Extre-
midades normales.

Hemograma: 5.800.000 hematies. Micro- y poiquilocitosis
marcadas. Punteado baséfilo frecuente en hematies. Policromato-
filia ostensible. Dianocitos aislados. No proeritro- ni eritroblas-
tos. Aumento discreto de resistencia globular. Bilirrubina total,
2’5 (D:0’4,1: 2’1). Diagnéstico: Talassemia forma minor-minima
(informa: Dr. E. Raya y Raya).

Padre: vive sano. No hay datos de interés.

Los hijos: muestran subictericia ocasional desde los primeros
aflos de vida. Por lo demds viven sanos.

Los estudios enzimdticos fueron completamente normales en

Fundacién Juan March



100 Estudios médicos vy bioldgicos

padre, madre e hijos, asi como en una hermana de la madre con
manifestaciones similares a ella,

Se trata, pues, de un cuadro talassémico no imbricado con
déficit enzimatico de GI-6-FDH (véanse datos resumidos en fa-
bla XVIII).
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TABLA XVIII

DATOS CLINICOS Y HEMATOLOGICOS DE LA FAMILIA M. G. M.
(GRANADA) PORTADORES DE TARA TALASSEMIA MINOR-MINI-
MA POR RAMA MATERNA

GSH Gl-6-FDH

Miembro Edad Clinica Hematies Basal Beutler Espectrof.

M.G.M. ;

(Péa%reG 34 V.. 42m. 64 55 253 Uds.

Madre 33  Subictérica 32m. 66 60 375 Uds.
de siempre.

D.P.G.

Hermana 35 Subictérica 39 m. 69 59 288 Uds.

madre de siempre.

J.G.P.

{-h‘)é) 1° 6 V.8, 43 m. 44 43 269 Uds.

.G.P. Y

Hija 2.° 4  Tinte subictérico 34 m. 53 53 337 Uds.
incipiente.
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PACIENTE M. A. S. (Mohamed Ali Salih)

21 aiios. Soltero.
Natural de Amman (Jordania).

Se reconoce este nuevo caso por el cuadro clinico agudo que
motiva su ingreso en nuestro Servicio y ulterior reconocimiento
de la afeccién. Los antecedentes carecen de interés. No recuerda
en padres o familiares la existencia de crisis semejantes o cua-
dros afines.

Cuatro dias antes de su ingreso tomé aproximadamente un
kilogramo de habas crudas. Al dia siguiente comenzé a notar ma-
reos y gran astenia. A las 48 horas, orinas como vino tinto. Este
mismo dfa comienza a ponerse amarillo. Al aumentar su abati-
miento y sensacién de falta de vida ingresa en nuestro Servicio.
La exploracién clinica revela un sujeto joven, con rasgos semi-
ticos acusados, gran postracién y sensacién de enfermedad grave.
Color ictérico intenso de piel y mucosa. Cierto grado de obnubi-
lacién. Taquipnea: 40 r. p. m. Taquicardia. No higado ni bazo.
Reflejos apagados.

Laboratorio: hematies, 2.100.000. Hemoglobina, 40 por 100.
Hematocrito, 21 por 100. Leucocitos, 11.40. Anisocitosis acu-
sada con évalo vy poiquilocitos. Test de Coombs (—). V. de S. 70/
140. Bilirrubina d. 0,6, ind. 5,9; T.: 6,5 mgr.

Otras determinaciones:

Transaminasas GOT 115 Uds. Wr.

GPT 15 »
Pruebas funcionales hepiticas negativas.
GSH basal ... ... ... ... ... 64 mgr. por 100 c.c. de hematfes.
tag Beutler to v, B w0
reduceion 96 s B
Gl-6-FDH (espectr.) ... ... 12 Uds.
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Se trata, pues, de un caso de hemolisis aguda tras ingestién
de habas, es decir, de un cuadro de favismo. La recuperacién,
tras transfusiones en dias sucesivos, se produjo rdpidamente.

Desgraciadamente, por razones obvias, fue imposible obtener
sangre de familiares.
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XVII
COMENTARIO

En las lineas anteriores hemos ofrecido el fruto de nuestra
investigacién sobre 1.002 personas de diverso origen y proce-
dencia, en las cuales intentamos esclarecer diversos puntos sobre
la enzimopatia por déficit de Gl-6-FDH eritrocitaria entre la po-
blacién espafiola y concretamente en la provincia de Granada.

Ante todo desedbamos conocer la incidencia de esta tara
entre nosotros: con qué frecuencia estd presente este defecto
en nuestra poblacién. En el capitulo I nos referiamos a este as-
pecto en muy diversos paises del globo. Y si bien entre la pobla-
cién espafiola conocfamos su existencia por algunas publicaciones
aisladas (55, 150), incluidas las propias en colaboracién con Pe-
ldez Redondo y Mora Lara (151, 160), sin embargo no podiamos
contestar exactamente a la pregunta planteada. Tras el trabajo
actual podemos decir que el déficit enzimdtico por Gl-6-FDH se
presenté en una forma globalmente considerada en 43 personas
de 978. A fin de no alterar los resultados, no van incluidos en el
célculo aquellos familiares que tras el hallazgo de un caso fueron
también estudiados. Asi, pues, la enzimopatia por GI-6-FDH se
dio en el 4,42 por 100 de la poblacién estudiada.

Un segundo aspecto a considerar es con qué frecuencia se da
entre nosotros el rasgo completo, asi como el rasgo incompleto.
También ahora podemos contestar que, siguiendo como norma
los resultados del test visual, encontramos un déficit completo
en 11 sujetos, es decir, en un 1,12 por 100 de la poblacién de
nuestra provincia. No obstante, el hecho de que exista este fallo
enzimdtico y su deteccién bioquimica no presupone la existencia
obligada de manifestaciones clinicas que pongan esta tara de
manifiesto, Asi, sélo 5 entre las 11 personas portadoras del dé-
ficit completo dieron manifestaciones clinicas expresivas del
rasgo; 6 mds no tenfan manifestacién alguna en relacién con esta
deficiencia y permanecian totalmente asintomdticos al respecto.
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Por tanto, sdélo un 0,51 por 100 de la poblacién estudiada tenia
una expresion clinica de la enzimopatia por déficit de Gl-6-FDH.
Muy interesante es también sefialar que el déficit completo en
estas 11 personas tuvo lugar en 10 varones y sélo en 1 hembra,
dato importante para la interpretacién de los mecanismos de trans-
misién genética de la tara. Se viene llamando la atencién tltima-
mente (Burka y cols., 34) sobre el hecho de la asociacién del
déficit GI-6-FDH con otras entidades patolégicas. Se han des-
crito asociaciones con infecciones de diversa indole, acidosis dia-
bética, hepatitis aguda y crénica, nefritis, etc. También nosotros
al investigar grupos de enfermos con cuadros de indole diversa
hemos encontrado que 6 de los 11 hallados con déficit total pre-
sentaban cuadros simultdneos, a saber:

— céncer laringeo

— cdncer de mama

— diabetes mellitus

— aortitis luética

— anemia apldstica (probable leucosis en fase aleucémica)
— cirrosis hepética con anemia megalobldstica.

No nos atrevemos a pronunciarnos sobre la significacién de
tales asociaciones. En un caso (cirrosis y anemia megalobldstica)
se pudo hacer estudio enzimdtico en los 3 hijos de la paciente.
Y encontramos datos similares a los que obtuvimos de otras fa-
milias: la madre portadora del déficit, si bien con caricter in-
completo; y uno de los hijos, portador también de la enzimo-
patia, en forma asintomdtica. No sabemos si tales asociaciones
son puramente fortuitas en personas que padecen la tara por
transmisién hereditaria y en las que se implanta con alcance in-
dividual exclusivo un nuevo proceso patoldgico. La ceguera a los
colores, descrita por otros (Szeinberg y cols., 195, 196), parece
ir asociada en ciertos casos a esta tara enzimdtica por razones de
tipo genético.

El déficit incompleto se presenté en 32 personas, o sea, en
un 3,25 por 100 de la poblacién estudiada; de ellos, 20 eran
mujeres y 13 varones. Dadas las necesarias limitaciones del test
visual utilizado por nosotros, no nos atrevemos a extraer mds
conclusiones a este respecto. Unicamente llamamos la atencién
sobre la mayor incidencia del sexo femenino en esta forma in-
completa del rasgo, en todos los casos asintomitica (a excepcién
de un par de casos, madres de familias estudiadas, en las que
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existian antecedentes de crisis hemoliticas tras la ingestién de
habas verdes).

Con respecto a los métodos de deteccién de la enzimopatia
por déficit de Gl-6-FDH, nos atrevemos a afirmar que el test
visual (test de Motulski con la modificacién del azul de metileno
de Tonz y Betke) es vilido, tanto para la deteccién de formas
completas del rasgo como para la de formas incompletas. Basa-
mos esta afirmacién en la comparacién con los resultados del
test espectrofotométrico y las manifestaciones clinicas de aquellos
casos manifiestos. Por supuesto, el test espectrofotométrico es
de mayor precisién, si bien la valoracién del mismo debe hacerse
también teniendo en cuenta la proximidad de la dltima crisis
hemolitica y el porcentaje de poblacién eritrocitaria joven, datos
éstos que nosotros no pudimos calibrar por completo.

En cambio, nos ha resultado decepcionante la determinacién
de GSH en hematies y el test de Beutler. La determinacién de
valores basales de GSH ya fue desechada por Beutler personal-
mente tras una experiencia prolongada (20), y en su lugar fue
propuesta la incubacién de los hematies en solucién glucosada
de acetil-fenil-hidrazina (AFH). En los hematies tarados la re-
duccién del GSH basal tras esta maniobra seria siempre osten-
sible y servirfa como test indirecto para la deteccién de la tara,
En nuestras manos no ha sido siempre asi: en primer lugar, la
cifra de GSH basal se muestra muy variable, no en grupos de
poblacién sana, pero si en pacientes con cuadros diversos (por
ejemplo, en enfermos con cirrosis y hepatitis, en pacientes con
neoplasmas). La reduccién tras incubacién en AFH también se
muestra muy variable en diversas afecciones (los enfermos hepi-
ticos parecen tener un GSH eritrocitario muy inestable); por
tanto, no se puede considerar esta prueba como de valor para
la deteccién del rasgo. En tercer lugar, si bien en la mayor
parte de los deficitarios en Gl-6-FDH se pueden dar cifras ba-
sales de GSH bajas y reducciones a veces clarisimas tras el test
de Beutler, otras veces no ocurre asi (véanse graficas 5 y 6).
Por dltimo, la excesiva manipulacién que exige hace de las de-
terminaciones de GSH algo muy trabajoso y pesado. El haber
efectuado mds de 800 determinaciones de esta indole creemos
que nos autoriza a afirmar lo anterior. Insistimos, por tanto, en
el valor innegable del test visual como test de despistaje e in-
cluso semicuantitativo, coincidiendo con Richterich (163).

No podemos establecer demasiadas aseveraciones con res-
pecto a los discutidos mecanismos de transmision genética del
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trastorno. Efectivamente, parece tratarse de una tara transmi-
tida por via materna. En todas las familias estudiadas por nos-
otros el defecto se transmitfa a través de la via materna. En los
varones se dio casi exclusivamente (en 10 de 11 casos) el tras-
torno con cardcter completo (es decir, con una ausencia prictica-
mente total de la actividad Gl-6-FDH) cuando éstos tenfan ex-
presién clinica de su tara. Y en mujeres también encontramos
la tara biogquimicamente completa, si bien sélo en un 50 por 100
de las mujeres postadoras del rasgo. En otros casos existia una
actividad disminuida, pero no desaparecida.

Concedemos valor especial al hallazgo en la paciente A. R. S.
(tabla XVII, pig. 98). Creemos que se trata de una expresién
clinica de la forma crénica del trastorno, que segin autores
(Marks y cols., 130) traduce una mutante del trastorno enzi-
mopitico.

Por dltimo, a lo largo de nuestra investigacién nos hemos
encontrado con frecuentes casos de actividad Gl-6-FDH aumen-
tada. El hecho estd ya descrito a propésito de anemias de diversa
indole (anemias nefrogénicas, hiposiderémicas, megalobldsticas,
anemia perniciosa, anemias paraneopldsicas, etc.) (Henneman, 90).
Por ello, no hacemos hincapié especial sobre este hecho, que se
considera expresién de capacidad regenerativa medular. Por este
motivo, no hemos incluido los resultados en diversas afecciones
a la hora de valorar las cifras normales de actividad GI-6-FDH, a
sabiendas de las posibles desviaciones que sobre la curva biold-
gica puede ocasionar este fenémeno.
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GRAFICA 5

VALORES DE GSH BASAL Y TRAS TEST DE BEUTLER EN MIEM-
BROS DE 5 FAMILIAS CON FAVISMO
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Estin incluidos los resultados de las dos primeras familias descubiertas
por nosotros y publicadas previamente, a fin de presentar mds resultados
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GRAFICA 6

VALORES DE GSH BASAL Y TRAS TEST DE BEUTLER EN MIEM-
BROS DE 5 FAMILIAS CON FAVISMO
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Se hace la misma observacién anterior.

En esta grifica estdn agrupados los miembros segiin sexo a fin de estudiar
el posible comportamicnto de las cifras de GSH basal y tras incubacién
en AFH (test de Beutler).
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XVIII
RESUMEN Y CONCLUSIONES

1.° Hemos estudiado la actividad GI-6-FDH por test visual,
espectrofotométrico v determinacién de GSH y test de Beutler
en un total de 1.002 personas, en el 99 por 100 pertenecientes
a la provincia de Granada. Una parte de esta poblacién era no
hospitalaria; otra parte equivalente procedia de enfermos del
Hospital Clinico de la Facultad de Medicina de Granada o de
centros privados.

2° La enzimopatia por déficit de glucosa-6-fosfato-debi-
drogenasa eritrocitaria se ha encontrado existente en un 4,42
por 100 de la poblacién estudiada, s1 bien sélo desde el punto
de vista bioguimico. Un déficit total se hall6 en sélo 11 personas
(3,25 9%), de las que tnicamente 5 (0,5 % de la poblacién)
sufrian de crisis hemoliticas agudas tipo favismo. Encontramos
un caso correspondiente a la forma crénica de la enzimopatia.

3° De las 11 personas que sufrian el defecto bioquimico
total, 10 eran varones y s6lo 1 era una mujer. Un déficit parcial
de Gl-6-FDH se encontré6 en 32 personas, lo que supone un
3,25 por 100 de la poblacién. De ellas, 13 eran varones y 20
mujeres.

4° Hemos estudiado, asimismo, desde el punto de vista en-
zimdtico, a una familia portadora del rasgo talassemia minor, que
resulté normal respecto a la tara por déficit de glucosa-6-fosfato-
dehidrogenasa.

5.° Describimos, asimismo, las asociaciones del defecto en-
zimdtico eu cuestién con otros procesos patoldgicos, cosa que
encontramos en 6 de nuestros pacientes.

6.° Fueron estudiadas detenidamente 5 familias en todos
o casi todos sus miembros a nivel de dos generaciones, en las
cuales se descubri6 la existencia del rasgo patolégico por déficit
de glucosa-6-fosfato-dehidrogenasa.

7.° Respecto a los métodos para deteccién de esta enzimo-
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patia, creemos, como fruto de nuestra experiencia personal, que
el test visual de Tonz y Betke tiene valor indudable como test
de despistaje e incluso para la deteccién de portadores interme-
dios. En cambio, la determinacién de GSH y el test de Beutler
estdn sujetos a muchas oscilaciones que limitan su valor.

8.° Tras consultar la bibliografia, creemos sinceramente que
se trata de uno de los trabajos mds extensos efectuados hasta la
fecha dedicados al estudio de esta enzimopatia, y que permite
por vez primera en nuestro pafs precisar con aproximacién
grande la incidencia de este rasgo entre nuestra poblacién, al
menos en Andalucia Oriental.
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INFECCIONES POR VIRUS RESPIRATORIO SINCITIAL
EN UNA COLECTIVIDAD INFANTIL

por el Doctor Antonio Rodriguez Torres
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INTRODUCCION

Dividimos nuestro estudio en tres partes, que constituyen
desde el punto de vista epidemiolégico tres trabajos distintos:

1. Infecciones por virus respiratorio sincitial
en una colectividad infantil

Se describen 47 infecciones por virus respiratorio sincitial
ocurridas en dicha comunidad. Se realiza el estudio clinico y epi-
demiolégico. Como investigaciones adicionales se realizé en este
grupo el estudio comparado del valor de la RFC’ con 2 y 4 U.A,,
el estudio de reinfecciones por virus RS y de infecciones mixtas
por virus RS y adenovirus.

1.1. En la misma colectividad se estudia un brote epidémi-
co, en el curso del cual se aislaron dos cepas de virus RS.

2. Infecciones por virus respiratorio sincitial
en enfermos hospitalizados

Se describe el Servicio de Diagnéstico en colaboracién con
la Cdtedra de Pediatria del Hospital Clinico. Se presentan los
primeros casos descritos entre enfermos hospitalizados.

3. Presencia de anticuerpos entre los diferentes
grupos de edad

Resultados obtenidos en sueros de personas normales.
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DESCRIPCION DE LA COLECTIVIDAD INFANTIL

La encuesta ha sido realizada en el Instituto de Puericultura
de la Casa Provincial de Maternidad de Barcelona. Dicha Insti-
tucién cuenta con 1.000 camas, cuyo coeficiente de utilizacién
es del 90-95 por 100. Los nifios acogidos nacen generalmente en
el Centro, y sélo menos de un 5 por 100 de los mismos ingresan
posteriormente, en general nifios abandonados menores de un
mes de edad.

En el Instituto de Puericultura los nifios permanecen hasta
los 5-6 afios, salvo que sean reclamados por sus padres o sean
adoptados. Se distribuyen de acuerdo con su edad en diversas
salas, tal como se refleja en la figura 1. En los servicios obsté-
tricos de la Casa Provincial de Maternidad se asisten un prome-
dio de 5.000 partos anuales. Los recién nacidos que son ingre-
sados en el Instituto de Puericultura, benéficamente o por
abandono materno, son trasladados a la semana de su nacimiento
a la Sala 1 del Pabellén de Lactancia, desde donde pasan a las
salas 1I, TIT o IV, hasta alcanzar el afio de edad. Entre 1 y 2
afios ocupan las salas V a IX. Cada una de estas salas aloja
de 30 a 35 nifios. A los 2 afios de edad las nifias son trasla-
dadas a los pabellones denominados Destetes, y los nifios, a las
salas llamadas Cambé, donde ocupan dormitorios para 8 nifios.
Hacia los 3 afios y medio pasan a las salas Ave Maria, de donde,
tras cumplir los 5 afios, se trasladan a los Hogares para edad
escolar y adolescencia de la Diputacién Provincial. El tiempo
que permanecen los nifios en cada una de las salas es muy
variable, de unos meses en las salas I, II, III y IV, y de un afio
o més en las restantes, puesto que a partir del afio de edad no
se les traslada ya con tanta frecuencia.

Los nifios que ingresan en el Instituto de Puericultura pos-
teriormente a su nacimiento, son alojados en un pabellén espe-
cial (Boxes de entrada y Lazaretos) durante un minimo de dos
meses antes de incorporarse al régimen general de la casa.

El nivel social de las madres de los nifios ingresados es, en
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la mayorfa de los casos, muy modesto, y su origen geogrifico,
extraordinariamente heterogéneo, ya que en esta Institucién dan
a luz mujeres domiciliadas en la ciudad o procedentes de locali-
dades muy distantes y aun de todo el pafs.

Las posibilidades de contacto entre los nifios son muy inti-
mas entre los huéspedes de una misma sala. Mucho més relativo
es el contacto existente entre los nifios de diversas salas, ya
que las comidas, juegos y ejercicios se verifican por separado.

El personal permanentemente en contacto con los nifios estd
constituido por religiosas, enfermeras internas y algunas madres
que prestan sus servicios a la Institucién. El personal exterior,
menos intimamente en contacto con los nifios, lo forman los
médicos y asistentas sociales.

Las visitas son escasas y s6lo tienen lugar los domingos, y
en general los nifios no salen de la Institucién, aunque pueden
salir de vacaciones reclamados por sus parientes.

Organizacion de la vigilancia médica

A las 24 horas, o antes si existi alglin problema obstétrico,
se realiza una completa revisién médica de todos los recién na-
cidos, seguida de observacién diaria hasta su ingreso en el pa-
bellén de Lactancia, donde se realiza nueva exploracién com-
pleta y se abre una historia clinica personal con un resumen de
su historia de recién nacido. Hasta los 7 meses todos los nifios
son visitados médicamente una vez por semana. Entre los 7 y 12
meses se regula su alimentacién cada 15 dias. A partir de los
3 meses se instaura el calendario habitual de vacunaciones (triple,
polio, viruela). A partir del afio de edad se verifican tinicamente -
revisiones médicas anuales, y todos los nifios son reconocidos
por el neurdlogo, oftalmélogo y psiquiatra infantil.

Durante la época de lactancia las religiosas toman dos veces
al dia la temperatura corporal de cada nifio, y examinan las
deposiciones, datos que se anotan en sus historias.

En caso de enfermedad, los nifios son tratados en la propia
sala si el proceso es leve, o en la enfermeria, si el proceso pre-
senta gravedad. En la Institucidn existen tres servicios de enfer-
meria: de recién nacidos, junto a los servicios obstétricos; de
lactantes y de segunda infancia, todos ellos con boxes individua-
les y aislamiento.

Existe un pabellén especial de 20 camas dedicado a nifios
subnormales.
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MATERIAL Y METODOS
TECNICA DE LA ENCUESTA

Plan general. Se escogié una muestra de, aproximadamente,
un 10 por 100 de los nifios ingresados en el Instituto, procu-
rando incluir en la encuesta, sobre todo, a nifios menores de
2 afios, lo que nos permitirfa seguirles durante més tiempo. Es-
tos nifios fueron estudiados mediante:

1. La obtencién de un suero tomado sistemdticamente al
comienzo de cada invierno.

2. Si en el curso del invierno los nifios de la encuesta su-
frian un proceso respiratorio agudo, se tomaba un suero tardio
de la enfermedad entre los 15 y 30 dias de la misma, conside-
rindose el suero sistemdtico anterior como suero precoz. Si el
suero sistemdtico databa de méds de un mes del comienzo de la
enfermedad, aun sin historia respiratoria durante ese tiempo, se
tomaban dos sueros de este proceso, un suero precoz durante los
3 primeros dias y un suero tardio entre el 15.° y el 30.° dia.

3. Se tomaba también sistemdticamente un suero a los ni-
fos estudiados, durante la primavera siguiente.

4. En el curso de la investigacién se observaron casos de
enfermedad respiratoria aguda entre nifios que no habian sido
incluidos en la encuesta, a los cuales se tomé un suero precoz,
incorpordndolos desde entonces a la encuesta como los restantes.

Niimero de nifios estudiados. Formaron parte de la encues-
ta 144 nifios, entre los que 104 fueron objeto de extracciones
suplementarias con ocasién de la presentacién de 145 afecciones
clinicas respiratorias o febriles.

Edad de los nifios. En el momento de ser incluidos en la
encuesta, los nifios tenfan las edades que se resumen en la tabla 1.
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TABLA 1
NINOS ESTUDIADOS

Edades Nre %
0- 6 meses 29 20,13
0-12 » 32 2222
1- 2 afios 65 45,13
2-3 » 15 10,41
3 4 % 2 1,38
4-5 » 1 0,69
Total 144

Sin embargo, tiene mayor interés conocer la edad que tenfan .
estos nifos en el momento de la obtencién de los distintos sue-
ros. La distribucién por edades de los 518 sueros estudiados nos
la proporciona la tabla 2:

TABLA 2
SUEROS ESTUDIADOS

Edades N. %
0- 6 meses 42 8,10
6-12 % 68 13,12
1- 2 afos 226 43,62
2- 3 » 137 26,44
3- 4 » 35 6,75
4-5 » 10 1,93
Total 518
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REACCION DE FIJACION DE COMPLEMENTO

Sueros a ensayar. Las muestras de sangre, recogidas asép-
ticamente, se remitieron al Laboratorio de Virologia de la II Ci-
tedra de Microbiologia e Higiene, donde los sueros se repartie-
ron en pequefios volimenes y se conservaron congelados a
—20° C.

Antigeno. Para la preparacién del antigeno fijador del com-
plemento se utilizé la linea celular KB, cultivada en medio de
hidrolizado de lactoalbiimina al 0,5 por 100 en solucién de
Hanks con 10 por 100 de suero de ternera. Para la supervi-
vencia sustituimos el suero de ternera por un 30 por 100 de
liquido amniético bovino.

Utilizamos como inéculo la cepa Long de virus respiratorio
sincitial, que nos fue amablemente proporcionada por el profe-
sor Sohier (Laboratorio de Bacteriologia, Virologia e Inmuno-
logia, Facultad de Medicina, Lyon).

El antigeno se obtiene por recogida de células y medio
cuando la degeneracién celular es completa (6-9 dias), v se con-
serva a —50° C. en congelador REVCO. Inmediatamente antes
de su utilizacién se centrifuga durante 20 minutos a 3.000 r.p.m.
para eliminar los restos celulares.

La titulacién del antigeno se realiza por el método de Boer-
ner-Luckens, empledndose 2 UA en la reaccién. En algunos
casos se utilizaron 4 UA para intentar detectar anticuerpos
no demostrados con 2 UA.

Un antigeno normal de células KB se preparé en las mismas
condiciones que el antigeno de virus RS.

Sueros de referencia. Sueros humanos de sujetos afectos de
infecciones por virus respiratorio sincitial comprobadas por ais-
lamiento del virus o por demostracién de aumento significativo
del titulo de anticuerpos. Los primeros sueros de referencia uti-
lizados nos fueron proporcionados por el profesor Sohier; a lo
largo de la investigacién incorporamos como sueros de referencia
los positivos hallados repetidamente comprobados.
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Técnica utilizada. Micrométodo en tubos descrito por Sohier
y colaboradores en 1956 (37) de tipo Kolmer con fijacién en frio.
Se admite la positividad cuando la hemolisis es nula (++ ++)
o de un 20 por 100 como mdximo (+ ++).

Las diluciones del suero ensayadas fueron 1/8, 1/16, 1/32,
etcétera. Cuando en un par de sueros se obtuvo un aumento
de < 1/8 a 1/16 se repitié la reaccién a la dilucién 1/4 para
verificar el aumento de 4 veces el titulo.

Los diversos sueros correspondientes a un mismo proceso
clinico fueron siempre estudiados en la misma sesién de labora-
torio. En cada reaccién se incluyé un suero de referencia posi-
tivo y un suero negativo conocido, y se realizé6 una prueba pa-
ralela con el antigeno normal frente a los sueros a ensayar.

La exactitud de los titulos hallados en nuestro laboratorio
fue verificada por el ensayo de una muestra de los mismos en el
Departamento de Serologia del profesor Sohier.

Interpretacién de los resultados. El diagnéstico de infeccién
por virus respiratorio sincitial se establecié en funcién del ha-
llazgo de un aumento significativo (= 4 veces) del titulo de
anticuerpos en dos sueros sucesivos, o de un titulo = 64 * en
un solo suero (35).

* El titulo se expresard en adelante como la inversa de la dilucién
correspondiente.

Fundacién Juan March



RESULTADOS

RESULTADOS GLOBALES

1. Mediante la RFC utilizando 2 UA se demostraron 72 re-

sultados positivos (> 8), que representaban el 13,88 por 100
de los 518 sueros estudiados (tabla 3).

TABLA 3

RESULTADOS DE LA RFC’ CON 2 UA FRENTE AL VIRUS RS
EN 518 SUEROS

Titulos N.° de sueros 9%
<38 446 86,10
8 20 3,86
16 20 3,86
32 15 2,89
64 8 1,54
124 8 1,54
256 1 0,19

Total 518

En 53 de los 144 nifios estudiados (36,80 %) se obtuvieron
resultados positivos (> 8) en uno o més sueros, demostrativos
de infeccién presente o pasada por virus RS.

En 40 nifios fue posible establecer el diagnéstico serolégico
de 41 infecciones actuales por virus RS, habiéndose demos-
trado dos infecciones sucesivas en unc de los nifios estudiados.
El diagnéstico se basé en el hallazgo de aumentos significativos
en el titulo en 36 casos y en la existencia de un titulo > 64 en
un primer suero tardio en 5 casos.

9
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2. La reaccién de FC’ se repitié utilizando 4 UA en los
pares de sueros correspondientes a 28 nifios que, siendo su
serologia negativa con 2 UA, enfermaron durante alguna de
las epidemias observadas. Lo mismo se hizo con los sueros sis-
temdticos de otros 29 nifios que, sin sufrir enfermedad apa-
rente, estaban alojados en las mismas salas donde se desarrolla-
ron los brotes epidémicos, y en los que la RFC' con 2 UA
habia resultado también negativa.

Entre estos sueros, cortespondientes a 57 nifios (tabla 4),
se demostraron 15 nuevas positividades. En conjunto, pues, la
infeccién presente o pasada por virus RS se demostré en 68 ni-
nos (47,22 9%).

TABLA 4

POSITIVIDADES Y DIAGNOSTICOS SEROLOGICOS OBTENIDOS
MEDIANTE LA RFC’ CON 2 Y 4 UA

N.° de nifios  N. de nifios N.° de diag-
estudiados con titulos  ndsticos sero-
positivos (= 8) légicos

RFC’ con
2 UA 144 53 (36,80 %) 41
Repeticién de
la. RFC’ con
4 UA 57 15 6
Total 144 68 (47,22 %) 47

Gracias al empleo de las 4 UA en la RFC’ se consiguié
el diagnéstico de otras seis infecciones por virus RS, mediante
el hallazgo de aumentos significativos del titulo. En conjunto,
pues, se obtuvieron 47 diagnésticos de infeccién actual por vi-
rus RS.

3. De los 47 diagnésticos, 36 corresponden a una enferme-
dad clinica evidente, en tanto que 11 traducen infecciones inapa-
rentes detectadas por el hallazgo de un aumento significativo en
el suero tomado sistemdticamente en primavera.
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Teniendo en cuenta que durante nuestra encuesta se han
estudiado 145 enfermedades respiratorias agudas, el diagnéstico
de 36 infecciones clinicas por virus RS representa el 24,82
por 100 de los procesos respiratorios registrados en la colec-
tividad.

Distribucion segtin la edad. En la tabla 8 se expone la edad
de los nifios de la encuesta en el momento de sufrir la infeccién
por virus RS. Se observa una marcada preferencia por el grupo
de 1 a 2 afios de edad que acapara el 68,08 por 100 de todas
las infecciones demostradas, seguido por el grupo de 2 a 3 afios
de edad, en el que se produjeron el 23,40 por 100. Por debajo
del afo de edad sélo se han diagnosticado 3 casos de infeccién
por virus RS.

Estudio epidemioldgico. 1. Durante el mes de enero de
1966 se present6 en la colectividad un pequefio brote epidémico
de enfermedad respiratoria que se caracterizé clinicamente por
un cuadro muy uniforme de bronquitis de intensidad moderada,
comienzo progresivo, fiebre mdxima de 39° C. y una duracién
de 5 a 10 dias. En ningiin caso fue necesaria la hospitalizacién.

Todos los casos se presentaron en las salas IV, V, VI, VII,
VIII y IX. La primera se encuentra en la planta inferior del
pabellén de Lactancia y las restantes en la planta superior del
mismo pabellén. Entre los 210 nifios alojados en las salas citadas
sufrieron el proceso epidémico unos 45 nifios, de los cuales, 13 fue-
ron estudiados serolégicamente. Entre los que no presentaron un
proceso evidente, 29 estaban incluidos en nuestra encuesta y pu-
dieron estudiarse mediante las extracciones sistemdticas (fabla 5).

Se obtuvo el diagnéstico serolégico de infeccién por virus RS
en 9 nifios cuyas edades oscilaban entre los 9 y 34 meses de
edad. De 8 a 25 dias antes del comienzo de la enfermedad du-
rante los cuales no presentaron sintomatologia alguna se habia
obtenido un suero de estos nifios. La reaccién de FC’ resulté
negativa para el virus RS en dicho suero. En 8 casos un suero
tardio tomado a los 28 dias del comienzo de la enfermedad de-
mostré un aumento significativo frente al virus RS; en otro
caso el aumento significativo se consiguié en un suero del 54.° dia.
Dos casos presentaron simultdneamente un aumento significativo
del titulo para adenovirus ( < 4 a 16 v < 8 a 32).

Entre los 29 nifios alojados en las salas en que se desarrollé
el brote epidémico perteneciente a nuestra encuesta se diagnos-
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TABLA 5

ESTUDIO SEROLOGICO DEL BROTE EPIDEMICO DE INFECCIO-
NES POR VIRUS RS OCURRIDO EN ENERO DE 1966 EN LAS
SALAS IV, V, VI, VII, VIII Y IX

1. Resultado de la RFC' con 2 UA en los sueros de 13 enfermos y
29 nifios, residentes en las mismas salas, que no presentaron sintoma-
tologia evidente.

ENFERMOS SIN ENFERMEDAD APARENTE *
Diagndstico Sin diagnds- Diagnédstico Sin diagnds-
seroldgico tico  serold- Total seroldgico tico serolé-  Total
(9) gico (4) (8) gico (21)

AS TP TN AS TP TN
9 0 4 13 8 3 18 29

2. Resultados de la RFC’ con 4 UA en los sueros de los 4 enfermos
y 21 nisios residentes en las mismas salas cuya serologia resultd nega-
tiva con 2 UA.

ENFERMOS SIN ENFERMEDAD APARENTE *
Diagnéstico Sin diagnds- Diagndstico Sin diagnds-
seroldgico  tico seroldgi- Total seroldgico  tico seroldgi- Total
(0) co (4) (3) co (18)

AS TP TN AS TP TN
0 0 4 4 3 4 14 21

* Los sueros estudiados son los tomados sistemdticamente al comienzo
del invierno y en primavera.

AS: Aumento significativo del titulo.

TS: Tiwlo significativo en un primer suero tardio.

TP: Titulos positivos en uno o ambos sueros.

TN: Titulos negativos en ambos sueros.
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ticaron 8 infecciones inaparentes (fabla 6). En otros tres nifios
se detectaron titulos no significativos en el segundo suero.

TABLA 6
ESTUDIO DEL BROTE EPIDEMICO DE INFECCIONES

POR VIRUS RS OCURRIDO EN FEBRERO DE 1966
EN LA SALA LAZARETOS

1. Resultados de la RFC’ con 2 UA en los sueros de 9 enfermos.

Diagnéstico seroldgico (6) Sin diagndstico seroldgico (3) Total
AS TS TP TN
1 5 0 3 9

2 Resultados de la RFC’ con 4 UA en los sueros de los 3 enfermos
que resultaron negativos con 2 UA.

Diagnéstico serolégico (0) Sin diagnéstico serolégico (3) Total
AS TS TP TN
0 0 2 1 3

AS: Aumento significativo del titulo.

TS: Titulo significativo en un primer suero tardio.
TP: Titulos positivos en uno o ambos sueros.
TN: Titulos negativos en ambos sueros.

Los 25 pares de sueros (de los 4 enfermos y 21 resident=s
que no enfermaron) que no proporcionaron un diagndstico sero-
légico con 2 UA fueron ensayados de nuevo mediante la uti-
lizacién de 4 UA. La reaccién de FC’ en estas condiciones per-
miti6 detectar otras tres infecciones inaparentes (titulos < 4 a 16).

2. En los primeros dias de febrero, sélo unos 15 dias des-
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pués de la fecha de comienzo del dltimo de los casos de la epi-
demia anterior, se presenté un nuevo brote epidémico que afecté
a los nifios ingresados en la sala Lazaretos. A pesar de la pro-
ximidad cronolégica parece légico pensar que se trata de un
brote independiente del anterior por consideraciones epidemio-
légicas. En efecto, 1# sala Lazaretos se encuentra muy alejada del
pabellén de Lactancia y las posibilidades de contacto entre los
nifios son prdcticamente nulas; el origen de los nifios de esta
sala es completamente distinto, ya que se albergan alli los ingre-
sados con posterioridad a su nacimiento, procedentes del exte-
rior, hasta su incorporacién al régimen general de la casa; y, final-
mente, el cuadro clinico presentado por los enfermos fue muy
distinto y mucho mds grave que el anteriormente descrito.

Entre el 4 y el 12 de febrero de 1966 enfermaron 11 de
los nifios de la sala Lazaretos, de los cuales se estudiaron serolé-
gicamente 9, mediante la obtencién de un suero entre el 6.° y
el 8.° dia de enfermedad y un segundo suero tardio en 8 de ellos
hacia los 40 dias del comienzo del proceso. Todos los enfermos
presentaron un cuadro grave, que oblig en general a su hospita-
lizacién, de comienzo brusco con sintomatologfa gripal que evo-
lucioné rdpidamente hacia la bronquiolitis o neumonia. La fiebre
fue constante y muy elevada (40-41° C.), durando el cuadro mds
de 10 dias. La edad de los nifios afectados estaba comprendida
entre 30 meses y 4 afios.

La RFC’ practicada con 2 TUA en los sueros de estos en-
fermos demostré en 5 casos la etiologia del proceso por virus RS
(tabla 6), mediante el hallazgo de titulos > 64 y la demostra-
cién de un descenso de méds de 4 veces el titulo en 4 de ellos.
Un sexto caso se diagnosticé por aumento en el segundo suero
tardio cuando habfa sido negativo el primer suero tardio. En los
tres casos testantes, clinica y epidemiolégicamente similares,
la RFC’ no permitié el diagnéstico, si bien con 4 UA se de-
tectaron titulos positivos aunque no significativos en dos de ellos.

En esta sala no habia nifios encuestados, por lo que no se
estudiaron posibles procesos inaparentes.

3. Durante noviembre de 1966 el estudio serolégico de 28 in-
fecciones respiratorias no demostré en ningiin caso la etiologia
por virus RS. La presencia de este virus en la colectividad se
hace notar de nuevo en el mes de diciembre al demostrarse que
tres de las 23 infecciones estudiadas en dicho mes fueron pro-
ducidas por. el mismo. Los tres casos se localizaron en la
sala VIII, y parecen el antecedente del brote que durante el
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mes siguiente se desarrollé en otras salas proximas. Los tres
casos presentaron un cuadro clinico diferente; uno present
rinofaringitis leve, otro sufrié faringitis, que evolucion6 hacia
una bronconeumonia, y el tercero presenté un cuadro de bron-
quitis aguda febril. Este tltimo fue una reinfeccién comprobada
por virus RS, puesto que el mismo nifio padecié otra bronquitis
de la misma etiologia durante el brote epidémico de enero
de 1966.

El 10 de enero un nifio de 5 meses de la sala II hubo de
ser ingresado en la enfermeria con un serio cuadro bronconeu-
ménico por RS (caso 11 b), v a partir del 12 del mismo mes
se desarrollé un brote epidémico que afecté a la mayoria de los
nifios alojados en las salas V, VI y VII, situadas en la primera
planta del pabellén de Lactancia. Entre el 12 y el 31 de enero
enfermaron 79 de los 110 nifios de estas salas (71,8 %).

Se estudiaron serolégicamente (fabla 7) 35 enfermos de este
brote epidémico; 20 pertenecientes a nuestra encuesta y 15 que
fueron incorporados a ella tras la obtencién del suero precoz.
Otros 8 nifios residentes en estas salas e incluidos en la encuesta
no presentaron enfermedad aparente y fueron estudiados me-
diante la obtencién de sueros sistemdticamente al comienzo del
invierno y en primavera (mayo-junio).

El cuadro clinico de todos los nifios afectados fue muy simi-
lar, presentdndose en todos ellos rinofaringitis con fiebre mode-
rada (37,5° a 39° C.), de dos a seis dfas de duracién. En 8 de
los casos estudiados existié ademds participacién bronquial ligera
y en tres se inici6 un cuadro bronconeuménico leve con escasa
repercusidén radiolégica. Otros tres nifios presentaron otitis su-
purada que se prolongé durante varias semanas. En ningtin caso
fue necesaria la hospitalizacién. La edad de los nifios afectados
oscilaba entre 18 y 28 meses.

Entre los 35 nifios enfermos estudiados serolégicamente se
obtuvo, mediante la RFC’ con 2 UA (tabla 7) el diagnéstico
de infeccién por virus RS en 14 (40 %), y titulos positivos no
significativos en otros 3. De los 8 nifios estudiados mediante las
extracciones sistemdticas, que no sufrieron enfermedad evidente,
cuatro mostraron en el suero de mayo-junio titulos positivos, pero
no significativos. En ningin caso se obtuvieron titulos o aumen-
tos significativos para ninguno de los otros antigenos ensayados.

Los 21 pares de sueros de los enfermos que no proporcio-
naron un diagndstico con 2 UA fueron ensayados de nuevo
con 4 UA. La RFC’ en estas condiciones permitié el hallazgo
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TABLA 7

ESTUDIO SEROLOGICO DEL BROTE EPIDEMICO DE INFECCIO-
NES POR VIRUS RS OCURRIDO EN ENERO DE 1967
EN LAS SALAS V, VI Y VII

1. RFC’ con 2 UA en los sueros de 35 enfermos y 8 nifios residentes
en las mismas salas que no presentaron sintomatologia evidente.

ENFERMOS SIN ENFERMEDAD APARENTE *
Diagnéstico Sin diagnds- Diagnéstico Sin diagnds-
seroldgico tico serold- Total seroldgico tico  serold- Total
(14) logico (0) (0) gico (8)

AS TR “TN AS " TN
14 3 18 35 0 L 4 8

2. RFC’ con 4 UA en los sueros de los 21 enfermos y 8 nifios resi-
dentes en las mismas salas cuya serologia resulté negativa con 2 UA.

ENFERMOS SIN ENFERMEDAD APARENTE *
Dragndstico  Sin diagnds- Diagndstico Sin diagnds-
seroldgico  tico serolégi- Total serolégico  tico seroldgi- Total
(3) co (18) (0) co (8)
AS TP TN AS TP TN
3 8 10 21 0 3 3 8

* Los sueros estudiados son los tomados sistemdticamente al comienzo
del invierno y en primavera.

AS: Aumento significativo del titulo.

TS: Titulo significativo en un primer suero tardfo.

TP: Titulos positivos en uno o ambos sueros.

TN: Titulos negativos en ambos sueros.
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de otros tres aumentos significativos, elevdndose a 8 el niimero
de pares de sueros que presentaron alguna positividad.

Los 8 pares de sueros de nifios que no padecieron la enferme-
dad fueron también ensayados mediante la RFC’ con 4 UA, no
modificindose pricticamente los resultados obtenidos con 2 UA.

Estudio clinico. Los cuadros clinicos observados fueron di-
versos. Se consideraron infecciones del tracto respiratorio supe-
rior cuando se presenté rinitis y faringitis con o sin tos. El
diagndstico de bronquitis se establecié ante la auscultacién de
roncus y sibilancias y el de bronquiolitis ante la observacién
de dificultad respiratoria, retraccién, disnea y cianosis. El sin-
drome neuménico indicado por la presencia de estertores crepi-
tantes fue comprobado en todos los casos por examen radiolé-
gico. Ninguno de los casos estudiados se presenté en forma de
* laringotraqueitis (croup).

Veinticinco casos (51,7 %) se presentaron con afectacién del
tracto respiratorio inferior (Zabla 8). En 8 de ellos (17,01 %) la
afectacién del tracto superior acompafié, y generalmente prece-
di6, a la del tracto inferior. 11 casos se presentaron con la
tinica participacién de las vias aéreas superiores, en todos los
casos con rinofaringitis. Se detectaron 11 infecciones inaparentes.

TABLA 8
CUADRO CLINICO Y DISTRIBUCION SEGUN LA EDAD

DE 47 CASOS DE INFECCION POR VIRUS RS
DEMOSTRADOS SEROLOGICAMENTE

TRS
Edad TRS TRI S PI Total
TRI
0-6 m. 1 1( 2,13 %)
6-12 m. 2 2( 4,26 %)
1-2 a. 11 6 X 10 32 (68,08 %)
23 a. 7 S 1 11 (23,40 %)
34 a. 1 1(213 %)
45 a.
Total 11 47

17 8 11
(23,40 %) (34.68 %) (17,01 %) (23,40 %)

TRS: Afectacién del tracto respiratorio inferior.
TRI: Afectacidn del tracto respiratorio inferior.
PI: Proceso inaparente.
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El desglose de los casos con participacién del tracto respi-
ratorio inferior (zabla 9) permite apreciar que la bronquitis fue
el sindrome mds frecuente (64 % de estos procesos), seguido
por la neumonia (24 %) y bronquiolitis (12 %).

TABLA 9

CLINICA DE 25 INFECCIONES DEL TRACTO RESPIRATORIO
INFERIOR PRODUCIDAS POR VIRUS RS

Edad Bronquitis Bronguiolitis Neumonia Total
06 m. 1 1(4 %)
6-12 m. 2 2 (8 %)
1-2 a, 6 (4) (1) 11 (44 %)
23 a. 2 (2) 3 2 (1) 10 (40 %)
34 a. 1 1( 4 %)
45 a.

Total 10 (6) 3 4 (2)

16 (64,0 %) 3 (12,0 %) 6 (24,0 %) 25

{ ) Con participacién del tracto respiratorio superior.

La distribucién por edades de los cuadros clinicos demuestra
la presencia de bronquiolitis tinicamente en el grupo de 2-3 afios
y en muy escasa proporcién (6,3 % de los 47 casos). La neu-
monfa fue algo més frecuente, presentdndose algiin caso en todos
los grupos de edad, hasta los 4 afios, excepto en el grupo de
6 a 12 meses; su incidencia representa el 12,6 por 100 de los 47
casos. En conjunto una severa enfermedad del aparato respira-
torio inferior (bronquiolitis + neumonia) se observé en 9 ca-
sos (19,9 %).

Finalmente sefialemos la aparicién de otitis supurada en
dos de los casos diagnosticados, que se prolongé varias semanas.

Evolucién de los anticuerpos. En la figura 2 se han represen-
tado los titulos obtenidos en diferentes sueros correspondientes
a los 33 casos de infeccion por RS diagnosticados mediante
la RFC’ con 2 UA.

En todos los casos los sueros tomados antes del comienzo
de la enfermedad, y los sueros precoces anteriores al 4.° dia
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han sido negativos. Hacia el 8.° dia los titulos han sido altos
(> 64), salvo en un caso. Entre el 15.° y el 35.° dia, los sueros
tardios que han permitido un diagnéstico han mostrado titulos 16
y 32 en 15 casos, y sélo titulos superiores en 6. Entre los 35 y
45 dias se observa atn un titulo 128 y otro 64, pero los 7 res-
tantes son < 32, Entre los 45 y 60 dias se obtuvo un titulo 32
v 2 de 16. Mediante 15 extracciones sistemdticas efectuadas en
primavera, a los 4 6 5 meses del comienzo de la enfermedad se
puso de manifiesto la desaparicién de todos los anticuerpos, ex-
cepto en un caso que conserva un titulo 8.
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DISCUSION

El virus RS fue aislado por primera vez en 1956 (27) de
chimpancés afectos de coriza y de un trabajador de laboratorio
(virus CCA). Se le denominé virus respiratorio sincitial a raiz
de su hallazgo en casos esporddicos de enfermedad aguda del
tracto respiratorio inferior (9, 13). La importancia del virus RS
en la etiologfa de los procesos respiratorios agudos en la infancia
ha sido estudiada en Estados Unidos (2, 10, 11, 12, 17, 18, 29),
Gran Bretafa (14, 20, 21, 28, 30, 32), Escandinavia (3, 38),
Francia (31), Alemania (34, 42), Australia (15, 26), Japén (40) y
otros pafses. No se han publicado hasta ahora datos sobre su
presencia en Espafia.

En especial los trabajos de Hilleman y colaboradores (19) y
Chanock y colaboradores (11), han precisado que el virus RS es
el agente productor de enfermedades respiratorias mds impor-
tantes en la primera infancia. Se le considera responsable, en
dicha edad, del 21 al 25 por 100 de los procesos respiratorios
agudos que requieren hospitalizacién (10, 29). Ocasiona sindro-
mes respiratorios variados (3, 10, 14, 15, 26, 32, 36); enfer-
medades menores de las vias aéreas superiores, bronquitis aguda
y afecciones del tracto respiratorio inferior (bronquiolitis, bron-
coneumonia). La bronquiolitis es muy frecuente entre los meno-
res de 6 meses. No produce generalmente laringotraqueitis (11).
Se han observado defunciones en el curso de las infecciones por
virus RS (2, 10, 15, 20, 21), que son mds frecuentes entre los
nifios portadores de malformaciones congénitas o con otros pro-
cesos intercurrentes (3).

Entre los adultos la infeccién primaria es poco frecuente (19),
y las reinfecciones ocasionan procesos menores del 4rbol respira-
torio superior y sindromes de catarro comtin (2, 22, 23, 25).

Ha sido estudiada la presentacién epidémica entre la pobla-
cién infantil que ocasiona un aumento estacional del nimero
de nifios hospitalizados por esta causa (1, 5, 8, 10, 14, 15, 16,
26, 29, 38, 40). Diversos autores han estudiado la presentacién
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de brotes epidémicos producidos por virus RS en centros de
prematuros (6, 7) y colectividades infantiles mds o menos cerra-
das (4, 24, 38, 39).

La colectividad infantil estudiada en el presente trabajo di-
fiere notablemente de las que han sido estudiadas por otros
autores, en el mimero de nifios albergados, edad de los mismos
y posibilidades de contacto con el exterior. En el Instituto de
Puericultura de Barcelona se albergan unos mil nifios que, por su
distribucién en diversas salas, algunas muy separadas entre si,
constituyen en realidad varias colectividades, por cuanto los
nifios no se relacionan. Este elevado niimero de nifios nos obligé
a elegir una muestra de los mismos para su estudio serolégico,
y a realizar el estudio de las epidemias observadas también me-
diante una muestra de los enfermos.

Por otra parte, los nifios de esta colectividad pertenecen a
un mas amplio grupo de edades que las estudiadas por otros
autores. Bretén (7) y Berkovich (6) estudian solamente nifios
prematuros; Berglund (4), nifios menores de 2 afios, y Ster-
ner (38), nifios menores de 3 afios. Kapikian y colaboradores (24)
estudian un grupo mds semejante, de 6 meses a 4 afios.

En general, las posibilidades de contacto con el exterior son
menores en ésta que en otras instituciones estudiadas dado el
cardcter mds cerrado de la misma.

Si bien en los primeros estudios sobre el virus RS (12)
se dudé de la sensibilidad de los métodos seroldgicos, particular-
mente en los menores de 6 meses, se admite actualmente que
tanto la seroneutralizacién como la RFC’ tienen la misma o su-
perior eficacia que el aislamiento del virus (17, 33). Para algu-
nos autores la seroneutralizacién resulta mds sensible (40), en
tanto que otros obtienen mejores resultados con la FC’ (33).

En nuestra encuesta utilizamos tinicamente la RFC’, reali-
zdndola en presencia de 2 unidades de antigeno, de la misma
forma que hemos hecho sistemdticamente con los otros antigenos
ensayados.

57 enfermos pertencientes a los tres brotes epidémicos obser-
vados (13 en enero del 66, 9 en febrero del 66 v 35 en enero
del 67) fueron estudiados con 2 UA. En estos enfermos, en los
que las circunstancias epidemiol6gicas permiten pensar en una
etiologia comiin, se obtuvo el diagndstico serolégico de infeccién
por RS en 29 (50,8 %).

Aunque algunos autores obtienen resultados similares con
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2 UA (39), se ha sefalado repetidamente la necesidad de utili-
zar 4 UA para aumentar la sensibilidad de la reaccién en los
nifios pequefios (17, 33), v aun de emplear 8 UA en los nifios
menores de 6 meses (5, 10, 17, 41). Teniendo en cuenta estas
precisiones, y dado que la mayorfa de los nifios estudiados esta-
ban incluidos entre los 6 meses y los 5 afios de edad, repetimos
la reaccién con 4 UA en aquellos casos que, epidemiolégica-
mente, podian corresponder a una falta de sensibilidad de la
reaccion. Con 4 UA se obtuvieron tres nuevos diagnésticos,
elevindose el porcentaje de diagndsticos obtenidos entre los 57 en-
fermos citados al 56,1 por 100, Este aumento en un 6 por 100
no desmerece la sensibilidad de la reaccién con 2 unidades de
antigeno, que ha sido capaz de detectar el 90,6 por 100 de los
diagndsticos obtenidos.

El 56,1 por 100 de diagnésticos alcanzado en el estudio
de 57 probables infecciones por virus RS no representa un
porcentaje muy elevado, siendo menor que el conseguido por
otros autores (3).

Todos los sueros tomados antes del comienzo de la enfer-
medad y los sueros precoces anteriores al 4.° dia de enfermedad
han sido negativos ( < 8 6 < 4). Ello nada presupone sobre
posibles infecciones anteriores, que se detectarian mejor en
estos primeros sueros mediante la reaccién de seroneutraliza-
cién. Confirma este hecho la observacién de una reinfeccién com-
probada, en cuyo suero precoz el titulo fue también negativo,
y los tiempos de persistencia de los anticuerpos fijadores del
complemento observados en nuestro estudio. En efecto, a partir
de los 4 meses son muy raros los titulos positivos, que no han
superado nunca el titulo 8.

Del estudio de la distribucién de los titulos hallados en
diversos periodos tras el comienzo de la enfermedad, puede de-
ducirse que los titulos > 16 traducen una infeccién que ha evo-
lucionado en los cuatro meses anteriores, y muy probablemente
dentro de los dos meses anteriores a la fecha de obtencién del
suero. Por el contrario, los titulos 8 en la RFC’ en una colecti-
vidad infantil, si bien indican contacto previo con el virus RS,
no permiten ninguna deduccién sobre el momento en que tuvo
lugar la infeccién, como se demuestra con su hallazgo esporidico
a los 10 y 17 meses. Teniendo en cuenta la gran prevalencia del
virus en la colectividad, estos titulos mantenidos muy tardia-
mente deben reflejar reinfecciones.

Las infecciones por virus RS se han presentado en la colec-
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tividad en forma epidémica, tal como ha sido observado en
otras instituciones por todos los autores. Los casos esporidicos
han sido raros, y aun los cuatro diagnosticados se relacionan con
un brote epidémico ocurrido en la misma sala o salas préximas
unas semanas después,

Los brotes epidémicos se han desarrollado en invierno, par-
ticularmente durante el mes de enero. No se han observado casos
en primavera, como han sido registrados en colectividades de
otros paises (39). La difusién epidémica ha ocurrido durante los
dos inviernos consecutivos de nuestro estudio.

El porcentaje de ninos clinicamente enfermos durante los
tres brotes epidémicos observados, en relacién con el nimero
total de residentes en la sala o salas en que se desarrollaron las
infecciones, oscilé ampliamente. El brote ocurrido en enero
de 1967 afecté al 21,4 por 100, el de febrero del mismo ano,
al 44 por 100, y el de enero de 1968, al 71,8 por 100. Salvo
el bajo porcentaje de afectados en la primera epidemia, las
cifras correspondientes a las otras dos coinciden con los por-
centajes observados por otros autores (4, 34). En algunas colec-
tividades (39) se han descrito porcentajes de afectados atin mds
elevados (100 por 100).

Dos de los brotes epidémicos se produjeron entre nifios de
1 a 2 afios de edad, y otro entre nifios de 2 a 4 afios. Es nece-
sario destacar que no se han presentado infecciones epidémicas
por virus RS en las salas ocupadas por los menores de 1 aio.

La difusién del virus a partir del primer caso observado fue
muy rdpida, a diferencia de lo observado por Sterner y colabo-
radores (39) en epidemia similar entre nifios de menos de 8 me-
ses. Probablemente la edad, superior en nuestros casos, sea la
responsable de esta mayor rapidez de difusién teniendo en cuen-
ta lo dificil que es que nifios de 1 a 2 afios peramanezcan en sus
cunas si el proceso no es grave.

En las epidemias observadas destaca la uniformidad del cua-
dro clinico en cada una de ellas. El brote de enero de 1966 cursé
en forma de bronquitis agudas, el de febrero de 1966 en forma
de severas afecciones del tracto respiratorio inferior y en enero
de 1967 en forma de rinofaringitis. Paradéjicamente, los cuadros
mds graves de la segunda epidemia ocurrieron entre nifios mayo-
res que en las otras dos.

El 1° y 2.° de los brotes epidémicos evolucionaron en corto
espacio de tiempo con caracteristicas clinicas muy distintas y en
salas muy independientes. En ausencia de aislamiento del virus
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causal sélo podemos emitir hipétesis que intenten explicar la
aparente contradiccién de cuadros tan dispares como bronquitis
aguda y bronquiolotis o neumonia, sobre todo cuando el segun-
do afecté a nifios de mayor edad. Teniendo en cuenta la casi
total independencia entre los dos pabellones afectados puede pen-
sarse en la difusién sucesiva de dos virus distintos. Esta cir-
cunstancia no resulta imposible a tenor de la demostracién por
Coates y colaboradores (8) de la evolucién simultdnea de virus RS
antigénicamente distintos en una misma epidemia. La posibilidad
de que el primer brote epidémico fueran reinfecciones y el segundo
primoinfecciones no se puede afirmar por cuanto todos los nifios
de la primera epidemia mostraron titulos negativos en el primer
suero. Por el contrario, el hallazgo de titulos muy elevados en
un suero tardio del 6.° al 8.° dia en los enfermos de febrero
parece mds bien indicar que este segundo brote estd constituido
por reinfecciones (40). Siendo la neumonia uno de los cuadros
observados en esta segunda epidemia conviene conocer que se
ha descrito anteriormente (24) que la neumonfa puede desarro-
llarse tanto con anticuerpos neutralizantes previstos como sin
ellos.

En el curso del brote de enero de 1966 se diagnosticaron
entre los nifios que no sufrieron sintomatologia clinica 11 casos
de infeccién inaparente mediante el estudio de los sueros toma-
dos sistemdticamente en el mes de marzo. Debe advertirse, sin
embargo, que el concepto de enfermedad inaparente aplicado a
una colectividad como la estudiada debe tener en cuenta la
posibilidad de sintomatologia banal que haya pasado desaperci-
bida al personal de la institucién por el gran niimero de nifios
a atender. De ahi que deban considerarse estos procesos inapa-
rentes como infecciones no febriles que de acompafiarse de sin-
tomas respiratorios han sido muy leves. La existencia de infec-
ciones inaparentes en nifios que viven con sus familias ha sido
descrita recientemente (16). En el brote epidémico de enero de
1967 no se diagnosticaron infecciones inaparentes entre los 8 ni-
fios estudiados por los sueros sistemdticos, aunque probablemente
existieron, ya que se detectaron 5 titulos positivos a RS. Por
otra parte, no es de extrafiar esta falta de diagnésticos de infec-
ciones inaparentes, puesto que en este caso los sueros sistemd-
ticos de la primavera se tomaron en mayo, es decir, casi cuatro
meses después del posible contacto,

Los cuadros clinicos observados, con independencia de los
factores epidemiolégicos que los condicionaron, han sido los cld-
10
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sicamente citados en la literatura. La bronquitis aguda febril ha
sido el sindrome mds frecuente, seguido por la rinofaringitis.
Proporcionalmente han sido poco frecuentes los procesos severos
del tracto resporatorio inferior (bronquiolitis y neumonia). Las
neumonias por RS se han observado en todos los grupos de
edad hasta los 4 afos, lo que coincide con las observaciones de
otros autores (3, 24). Los tres casos de bronquiolitis observados,
pertenecientes todos a un mismo brote, han ocurrido en nifios
de 2 a 3 anos de edad, contra lo generalmente observado. No se
ha registrado ningin cuadro de traqueolaringitis atribuible a
RS, ni se produjo la defuncién de ningiin nifio a causa de una
infeccién por este vitus.

En uno de los nifios encuestados pudo demostrarse una rein-
feccién por virus RS ocurrida con un intervalo de 11 meses en-
tre ambos procesos. El cuadro clinico fue en ambos casos idén-
tico, bronquitis aguda. La respuesta serolégica fue mds elevada
en el segundo proceso que en el primero. Estos datos coinciden
totalmente con los publicados por Beem (1), que estudia 11 casos
de reinfeccién demostrada por aislamiento. y con los de Suto
y colaboradores (40), que publican otros 4 casos. Teniendo en
cuenta la ausencia de reacciones seroldgicas cruzadas entre el vi-
rus RS y otros virus (13, 27), la existencia de reinfecciones en los
nifios y en los adultos ha sido establecida en diversas publicacio-
nes (16, 19, 22, 23, 24, 25, 40) en funcién de la existencia de
anticuerpos neutralizantes al comienzo de la enfermedad. Las rein-
fecciones descritas hasta el momento no se han podido atribuir
a variaciones antigénicas del virus, edad del paciente al término
de la primera infeccién, o prolongado periodo de tiempo entre
ambas infecciones (1). De acuerdo con Chanock (11), se puede
admitir que la incapacidad de los anticuerpos neutralizantes para
prevenir o modificar la infeccién por virus RS depende de la
propiedad de este virus de difundirse y replicarse primariamente
en el epitelio superficial del tracto respiratorio, por lo que estas
reinfecciones serfan atribuibles a la falta de anticuerpos en las se-
creciones respiratorias.

En dos de las infecciones por virus RS demostradas serols-
gicamente se ha obtenido al mismo tiempo un aumento signifi-
cativo del titulo de anticuerpos frente al antigeno soluble de
adenovirus. Una revisién de la literatura demuestra que ha sido
bastante frecuente la evidencia de infecciones dobles en los pro-
cesos respiratorios agudos (21, 29). La existencia de infecciones
en las que se ha demostrado, por aislamiento del virus v/o prue-
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bas serolégicas, la presencia simultdnea o sucesiva de virus RS y
adenovirus ha sido observada repetidamente. Suto y colaboradores
comunican 3 casos (40); Sterner y colaboradores, 1 caso (39);
Berglund y colaboradores, 2 casos (5), y Glezen y colaboradores,
4 casos (16). Nuestros 2 casos y los anteriormente descritos
apoyan la opinién de que la infeccién por virus respiratorio sin-
(I:itial puede activar una infeccién por adenovirus hasta entonces
atente.
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RESUMEN

Se describe una encuesta serolégica realizada en una colecti-
vidad infantil de Barcelona. Se han diagnosticado 47 infecciones
por virus respiratorio sincitial mediante la reaccién de fijacién
del complemento. Dicho virus ha ocasionado el 24,82 por 100
de todos los procesos respiratorios agudos estudiados en dicha
colectividad. La mayoria de los casos se ha presentado en tres
brotes epidémicos ocurridos en enero de 1966, febrero de 1966
y enero de 1967. El primer brote epidémico produjo sindromes
de bronquitis aguda; el segundo, afecciones severas del tracto
respiratorio inferior (bronquiolitis y neumonias), y el tercero,
cuadros clinicos de rinofaringitis.
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AISLAMIENTO DE VIRUS RESPIRATORIO EN EL CURSO
‘DE UN BROTE EPIDEMICO DE PROCESOS RESPIRATO-
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El virus respiratorio sincitial es el agente productor de en-
fermedades respiratorias agudas més importantes en la primera
infancia, considerdndosele responsable del 15 por 100 de los casos
en comunidades abiertas y del 21 al 25 por 100 de los procesos
respiratorios infantiles que requieren hospitalizacién (1, 6, 7, 9,
11, 17). En trabajos anteriores describimos el diagnéstico sero-
légico de varios brotes epidémicos por virus RS en una comuni-
dad infantil (14) y de casos en nifios hospitalizados (13).

Durante los meses de diciembre de 1968 y enero de 1969
pudimos estudiar, mediante aislamiento y serologia, un brote
epidémico de procesos respiratorios agudos en una comunidad
infantil, en el curso del cual logramos aislar dos cepas de virus
respiratorio sincitial por primera vez en nuestro pafs. El estu-
dio biolégico del mencionado brote es el objeto de la presente
comunicacién.
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DESCRIPCION DEL BROTE EPIDEMICO

A mediados del mes de diciembre de 1968 enfermaron varias
nifias de la sala de Destetes II del Instituto de Puericultura de
la Maternidad Provincial de Barcelona (Dr. J. Carbonell). Resul-
taron afectadas un 40 por 100 de las nifas albergadas cuyas
edades oscilaban entre los 2 y 3 afios y medio de edad. El pro-
ceso respiratorio agudo que presentaron fue de bronquitis febril,
que en dos de los ocho casos registrados dio lugar a un sindrome
bronconeuménico ligero.

A finales del mes de diciembre y comienzos de enero se
produjeron numerosos casos de rinofaringitis con fiebre elevada,
simultdneamente en una sala de nifios de 1 y medio a 3 afios y
medio de edad (Cambé I), y en 2 salas de nifios cuyas edades
oscilaban entre el afio y los 2 afios y medio (salas 7 y 5). En
las salas de los nifios mayores enfermé el 52,3 por 100 y el
cuadro por la temperatura elevada parecia un sindrome gripal; en
las salas de los nifios y nifias menores, el proceso afect6 a la casi
totalidad de los mismos (fabla 1).

En conjunto, de los 86 nifios residentes en las cuatro salas,
sufrieron la enfermedad en forma clinicamente aparente 61
(70,9 %).

En la misma Institucién, pero en diferentes salas, se produjo
durante la misma época un brote epidémico por virus parain-
fluenza tipo 3 (15).
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TABLA 1

BROTE EPIDEMICO DE PROCESOS RESPIRATORIOS AGUDOS POR VIRUS RS EN 4 SALAS DEL INSTI-
TUTO DE PUERICULTURA EN DICIEMBRE 1968 - ENERO 1969

Casos estudiados mediante:

Niiios residentes Ni;ﬁ;jl iy

SALA Aislamiento virus Serologia (RFC)

Sexo Edades N2° Ne % N % de los (.?gﬁ;:d::;m % N 9% de los Diagnéstico %

! : * enfermos lado) A * enfermos seroldgico
Deste- H 23%a 20 8 40 2 23 0 0 2 25 2 100
tes II
Ca:llnbé V. 23%a 21 11 523 5 454 0 0 3 27,2 3 100
Sala 7 ¥I y12a. 23 21 91,3 4 19,04 2 50 6 285 4 66,6
Sala 5 % y1l2a. 22 21 954 1 4,7 0 0 3 14,2 2 66,6
86 61 70,9 12 19,6 2 16,6 14 229 11 78,5

* PRA = Procesos respiratorios agudos.
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MATERIAL Y METODOS

MATERIAL CLINICO

Para conocer la etiologia del brote epidémico se seleccioné
una muestra del 20 por 100 de los enfermos aproximadamente.
Estos casos se estudiaron mediante el intento de aislamiento de
virus a partir de frotis faringeo y la obtencién de dos sueros
(en algunos casos tres) para la prictica de reacciones serolégicas
(tabla 1). En total se estudiaron 16 casos; 10 mediante aisla-
miento y serologia; 4 sélo por serologia y 2 sélo por aislamiento
(tabla 2).

METODOS

Aislamiento de virus. Se utilizaron células KB desarrolla-
das en medio de hidrolizado de lactalbimina en solucién de
Hanks con 10 por 100 de suero de ternera. Para la superviven-
cia sustituimos el suero de ternera por un 30 por 100 de liquido
amniético bovino. En algiin caso los segundos pases se realizaron
sobre células HEp-2 desarrolladas y mantenidas en los mismos
medios.

"El frotis faringeo obtenido durante los cinco primeros dias
de la enfermedad fue sembrado directamente, a la cabecera del
enfermo, sobre frascos de 60 ml. de capacidad con el cultivo celu-
lar bien desarrollado en supervivencia.

A las 4 horas realizamos un tratamiento antibiético para su-
primir la contaminacién bacteriana, cambiando el medio de su-
pervivencia por otro nuevo adicionado de 9.000 U/ml. de peni-
cilina, 900 mlgr./ml. de estreptomicina y 0,5 U/ml. de micosta-
tina. Tras 30 minutos a 33°C se cambia de nuevo el medio por
otro con las cantidades habituales de antibiGticos.

El cultivo celular se incuba a 33° C. La lectura para la detec-
cién de la aparicién de acciones citopdticas la realizamos diaria-
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mente durante 14 dias, cambiando el medio de supervivencia
cada 4 dias o mds precozmente si se observa una acidificacién
excesiva.

De todos los aislamientos se realizaron tres pases sucesivos
antes de considerarlos negativos.

Serologia. Se obtuvo un suero precoz durante los 5 prime-
ros dias de la enfermedad y un suero tardio aproximadamente
a los 15 dias del anterior. En algunos casos, para detectar un
posible descenso del titulo de anticuerpos, se obtuvo un tercer
suero. Los sueros repartidos en pequefios voliimenes se conservan
a —20° C hasta el momento de su ensayo.

Estudiamos los sueros obtenidos mediante la reaccién de fi-
jacién del complemento realizada por el micrométodo en tubos
de Sohier (16), del tipo Kolmer con fijacién en frio. La reaccién
se considera positiva cuando la hemolisis es nula (+++4) o
como méximo del 20 por 100 (+ + +). Se utilizaron 2 U de
antigeno FC de virus RS preparado mediante cultivo de la cepa
Long sobre células KB. Se ensayaron simultdneamente los sue-

ros en su primera dilucién frente a un antigeno normal de cé-
lulas KB.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el estudio de los 16 casos se
resumen en la fabla nim. 2.

Aislamiento de virus: De los 12 casos estudiados se aislaron
4 cepas de virus, 2 de ellas con una accién citopdtica intensa y
caracteristica; se identificaron ficilmente por RFC como Herpes
simple, virus que se encontraba probablemente en fase de laten-
cia en los dos nifios estudiados y que se reactivé por el proceso
respiratorio.

En dos casos de la sala 7 se aislé un virus con accién cito-
patica sincitial (tabla 3). Dicha ACP se observé en ambos ca-
sos al 2.° pase, que en uno de ellos fue realizado sobre células
HEp-2. En ambos casos, desde el momento en que la ACP fue
manifiesta, la RFC resulté positiva poniendo de manifiesto la
existencia del antigeno fijador del complemento del virus res-
poratorio sincitial. Por consiguiente, para la identificacién no fue
necesario practicar la reaccién de neutralizacién. Teniendo en
cuenta que la ACP es idéntica a la que produce el virus para-
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TABLA 2

CASOS DE INFECCION POR VIRUS RESPIRATORIO SINCITIAL

Aislamiento "SEROLOGIA
" Dias de los RFC  Antigenos
Fecha co- Edad Dias en rela-
Sala mienzo en- Nombre  aiios Em’: cidn con el Resultado rm;:':,m RS Parainfluenza
fermedad meses comienzo :l Pl i 1= 2 3
13-12-68 Marga- 36 Neumonia + 5 — + 3 64 Qo0
DESTE- rita + 22 32 oL
TES I1) 161268 Esther 30  Bronquitis + 2 + o2 0 0 0 0
Herpes sim-

ple + 19 32 0 0 0
[ 30-12-68 Miguel 1-9 Rinofaringitis + 2 — + 3 64 0= 9 0
A, febril + 19 256 0 0 O
+ 45 32 0z @ 0

30-12-68 Jorge 30 Rinofaringitis + 2 —

i febril
CAMBO{ 30,1563 Jorse 16 Rinofuwingis  + 2 1
: T,

3- 169 Pedro 30 Rinofaringitis + 2 - + 6 342 0.9 0
febril + 31 512 0= 0
+ 4ml 16 Ok 052
|\ 4 169 Mauricio 30  Rinofaringitis + 1 - + 5 64 0 0 8
i + 14 64 & 9 B
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29-12-68

3

SALA 5

_,_...._._H..._ﬁ
oo

1-69

1-69

1-69

1-69

1-69

1-69

1-69

1-69

Paquito

Javier

Federico

Jorge
Manuel

Juan

Carlos
M. Glo-

ria

Juan
Carlos

Fran-
cisco

1-0

26

2-3

25

21

1-0

1-2

1-6

Rinofaringitis
febril

Rinofaringitis
febril

Rinofaringitis
febril

Rinofaringitis
febril

Rinofaringitis

Rinofaringitis
febril -

Rinofaringitis
febril
Rinofaringitis
febril

Rinofaringitis
febril
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TABLA 3
AISLAMIENTO DE VIRUS RESPIRATORIO SINCITIAL

Edad sty i

a cién al co- ;

Noabis e chf;f;g E?r:'erszo R Primer pase Segundo pase Tercer pase I degéi ica

e o enferme  Cguss  ACP* Células ACP* Células ACP* OO

JAVIER 2-6  Rinofaringi- + 1 KB 0al12°d. HEp-2 + alé°d. HEp2 + al7°d. RFC
tis febril

JORGE 2-5  Rinofaringi- KB 0al12°d. KB + al8d. KB + al 3rd. REC
tis febril + 1

*

ACP = Accién citopdtica (sincitios).
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influenza tipo 3, se realiz6 una prueba de hemaglutinacién con
hematies de cobayo que en ambos casos resulté negativa.

Mediante cultivos de células KB en cubreobjetos por la téc-
nica de Barski pudimos estudiar preparaciones tefiidas (Eritro-
sina-Orange G-Azul de toluidina) en los que se aprecia la ti-
pica ACP del virus aislado, con formacién de sincitios con los
niicleos en la periferia e inclusiones citopldsmicas eosinéfilas ro-
deadas de un halo claro.

Serologia. En conjunto, de los 14 casos estudiados mediante
la RFC, practicada en dos o tres sueros, se consiguié el diagnés-
tico serolégico de infeccién por virus RS en 11 (78,5 %). En
todos los casos la RFC frente a los antigenos de virus parainfluen-
za tipos 1, 2 y 3 fue negativa.

El diagnéstico seroldgico (fabla 4) se consiguié en 6 casos
por la demostracién de un aumento significativo (> 4 veces)
en dos sueros sucesivos; 5 casos presentaron = 64, en algunos
acompaiiados de una disminucién > 4 veces en un tercer suero,
lo que si tiene un valor méds concluyente. Sélo en 3 casos la
RFC no permitié el diagnéstico, pero en todos ellos se obser-
varon titulos positivos no significativos.

TABLA 4
DIAGNOSTICO SEROLOGICO

Nim. de ca- Reaccidén de fijacion del complemento virus RS
sos estudiados

(2 6 mis sue- Aumenio sig- Titulos signi- Titulos no Titulos nega-

ros) nificativo * ficativos **  significativos tivos
14 6 (42,8 %) 5 (35,7 %) 3 (214 %) 0
11 (78,5 %) 3 (21,4 %)

* > 4 veces el titulo.
** > 64,
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DISCUSION

La importancia y amplia difusién del virus respiratorio sinci-
tial en las comunidades infantiles cerradas ha sido puesta de
manifiesto por diversos autores (2, 4, 5, 10, 18). En un trabajo
anterior (14) demostramos que dicho virus era el responsable
del 24,82 por 100 de todos los procesos respiratorios agudos
ocurridos entre diciembre de 1965 y abril de 1967 en la misma
institucién que ahora estudiamos.

La difusién epidémica del virus RS en el Instituto de Pueri-
cultura tuvo lugar en invierno (diciembre de 1968-enero de 1969).
El brote se inicié en una sala de nifias de 2 a 3 afios y medio de
edad, propagindose después a otras tres salas. El porcentaje de
nifios afectados fue variable (entre el 40 y el 95,4 %), pero des-
taca que la morbilidad fue mucho menor entre los nifios mayo-
res que entre los de 1 a 2 afios quienes resultaron afectados en
su casi totalidad. Estos datos son similares a los que observamos
en el estudio de tres brotes epidémicos en afios anteriores (14),
aunque algo superiores entre los nifios de menor edad.

Clinicamente los cuadros fueron benignos y en general con
afectacién exclusiva del tracto respiratorio superior. Los dos
tinicos casos de afectacién severa del tracto respiratorio inferior
fueron procesos bronconeuménicos en 2 nifias de mds de 3 afios
de edad albergadas en una sala donde la infeccién cursé con
afectacién bronquial.

El aislamiento del virus respiratorio sincitial resulta extre-
madamente dificil por las razones siguientes:

1. Es extraordinariamente l4bil a la accién de los agentes
exteriores y soporta mal la congelacién, por cuyo motivo debe
realizarse la inoculacién directa.

2. Aunque las lineas celulares continuas se prefieren para
el aislamiento, su sensibilidad al crecimiento del virus varia nota-
blemente de unas cepas celulares a otras.

3. En los medios de cultivo celular existen con frecuencia

Fundacién Juan March



Aislamiento de virus respiratorio 165

inhibidores del virus respiratorio sincitial, en particular en el
suero.

Las muestras deben ser inoculadas lo mds rdpidamente posi-
ble (8) y diversos autores (10, 6) han demostrado que la con-
gelacién de los productos patoldgicos es nefasta para el virus.
La técnica de la inoculacién directa de los cultivos celulares a la
cabecera del enfermo, introducida por Berglund (3), aumenta
notablemente las posibilidades de existir del aislamiento.

En el presente trabajo hemos intentado el aislamiento del vi-
rus RS segin la técnica de inoculacién directa que se sigue en el
Laboratorio de Virologia del profesor Sohier de Lyon (12). Te-
niendo en cuenta la posible influencia de la presencia del suero
como agente inhibidor, el medio de supervivencia celular contiene
en su lugar un 30 por 100 de liquido amniético bovino.

De los 12 casos estudiados logramos el aislamiento de vi-
rus RS en 2 (16,6 %), cifra baja indudablemente pero muy
satisfactoria si se considera cudn dificil resulta el aislamiento de
este virus. En ambos casos el frotis faringeo fue practicado du-
rante el primer dia de enfermedad.

La identificacién mediante la RFC fue muy rdpida y evidente
en los dos casos, haciendo innecesaria la prictica de reacciones
de neutralizacién.

Hemos realizado la reaccién de fijacién del complemento uti-
lizando 2 U de antigeno como hacemos sisteméticamente con
todos los antigenos de virus respiratorios. No repetimos la reac-
cién con 4 U en los casos en queaquélla result6 negativa, lo que
nos hubiera permitido probablemente reducir el nimero de di-
chos casos, porque en estas circunstancias epidemioldgicas la
reacciéon con 2 U se mostrd satisfactoria en nuestros trabajos
anteriores.

En conjunto, en el 78,5 por 100 de los casos se consiguié el
diagnéstico seroldgico, v los restantes presentaron también tftu-
los indicativos de contacto con el virus RS, pero que no permitia
la certeza de infeccién reciente. Los casos de nifios de 2 a
3 afios y medio se diagnosticaron en su totalidad, mientras que
en los menores (1-2 afios y medio) sélo se consigui6 el diagndstico
en el 66,6 por 100.

Fundacién Juan March



RESUMEN

Durante los meses de diciembre de 1968 y enero de 1969
se presenté un brote epidémico de procesos respiratorios agudos
entre los nifios acogidos en una institucién de Barcelona. Resul-
t6 afectado un 70,9 por 100 de los nifios, de 1 a 3 afios y medio
de edad, residentes en cuatro salas de la institucién.

En una muestra de los enfermos se investigé la etiologia me-
diante el aislamiento de virus a partir de frotis faringeos sem-
brados directamente sobre células KB y la practica de la reaccién
de fijacién del complemento en dos sueros sucesivos.

Se aislaron dos cepas de vitus respiratorio sincitial y se diag-
nosticé seroldgicamente la infeccién por el mismo virus en un
78,5 por 100 de los casos estudiados.

Se describen las caracteristicas clinicas y epidemiolégicas del
brote y se comentan los resultados del estudio virolégico.
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SOBRE TRES CASOS DE INFECCION POR VIRUS
RESPIRATORIO SINCITTAL

por el Doctor Antonio Rodriguez Torres
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El virus respiratorio sincitial fue aislado por Morris, Blount
y Savage (1) en una epidemia de coriza en chimpancés, por cuyo
motivo se le denominé inicialmente virus CCA (chimpanzee
coryza agent). Posteriormente, al demostrarse su intervencién
en las enfermedades respiratorias agudas infantiles (2, 3), v la
formacién de sincitios en los cultivos celulares, adquirié su ac-
tual denominacién.

Es un virus de tamafio medio, que se incluye dentro de los
Myxovirus, subgrupo Paramyxovirus. Al igual que los virus gri-
pales, estd constituido por una cubierta externa y una parte cen-
tral formada por un tubo hueco y arrollado de ribonucleoproteina,
con simetria helicoidal. Se distingue de los virus gripales por su
mayor tamafio (80 - 250 mu.) y porque el didmetro de la espiral
es de 18 mu. Es sensible al éter y muy l4bil frente al calor y a
la mayoria de los agentes externos. Se cultiva en células Hela
y KB, induciendo la formacién de grandes masas multinucleadas
de tipo sincitial, con inclusiones intracitoplasmdticas eosindfilas.
A diferencia de los restantes paramyxovirus no hemaglutina ni
hemoliza los glébulos rojos ni provoca el fenémeno de la he-
madsorcion.

El virus respiratorio sincitial (RS) es el agente productor
de enfermedades respiratorias agudas mds importante en la pri-
mera infancia (4, 5, 6, 7), considerdndose responsable del 15
por 100 de los casos en comunidades abiertas (8), y del 21 al
25 por 100 de los procesos respiratorios infantiles que requieren
hospitalizacién (3, 9).

Tiene una especial preferencia por las mds tempranas edades,
alcanzando su mayor frecuencia durante los seis primeros meses
de la vida (3, 10), siendo el principal responsable de los cuadros
con afectacién del tracto respiratorio inferior (8, 9).

El virus RS se presenta en forma epidémica de presenta-
cién anual y generalmente invernal, aunque también se observan
brotes epidémicos en primavera (10).
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Clinica

El virus RS ocasiona un cuadro respiratorio, febril o no,
de 7 a 21 dias de duracién y que adopta fundamentalmente los
tipos clinicos siguientes:

a) Rinitis, que puede ser el signo inicial de las restantes
formas, y faringitis, ambas mds frecuentes en nifios mayores. El
falso crup se presenta raramente.

b) Bronquitis, muchas veces asmatiforme, con auscultacién
de roncus, sibilancias y estertores de gran y mediana burbuja.
La mdxima incidencia se halla en nifics pequefios y lactantes.

c) Neumonia, presente sobre todo en nifios mayores, aus-
cultdndose estertores crepitantes y evidencidndose radioldgica-
mente imdgenes de infiltracién parenquimatosa pulmonar.

d) Las bronquiolitis tienen en mis del 50 por 100 de los
casos el virus RS como agente causal en la primera infancia,
predominando durante el primer afio de la vida. La expresién
clinica suele ser univoca, inicidndose habitualmente con tos seca,
persistente, seguida de una afectacién précticamente constante
del estado general (postracién, sensacién de grave enfermedad,
tinte grisdceo de la piel, cianosis peribucal o generalizada) y de
la afectacién progresiva del tracto respiratorio inferior: taquip-
nea y disnea extremas, respiracién ruidosa esencialmente abdo-
minal, tiraje supra, inter y subcostal; los hallazgos fisicos son
escasos, variables y de escaso valor diagnéstico y prondstico, limi-
tindose en general a la auscultacién de aislados estertores sub-
crepitantes difusos y a la percepcién radiolégica de un enfisema
generalizado en incremento de la trama hiliofugal y, mds rara-
mente, de condensaciones y atelectasias. La repercusién cardio-
vascular es frecuente.

A pesar de la gravedad del cuadro clinico, la mortalidad es
menor del 5 por 100, incidiendo sobre todo en nifios portadores
de malformaciones congénitas o con otros procesos intercu-
rrentes.

e) Otitis media; Durante distintas epidemias de infecciones
respiratorias se han ido aislando virus RS del oido medio en un 25
al 90 por 100 de los nifios en cuya faringe fue reconocido el
mismo virus, la mayorfa de las veces en menores de un afio.
La «otitis RS», a pesar de ello, no suele tener significacién
clinica importante, siendo escasos los signos objetivos de infla-

Fundacién Juan March



Tres casos de infeccion por virus RS 173

macién siempre que se consiga evitar la frecuente superinfeccion
bacteriana.

En la presente nota se presentan tres casos clinicos de infec-
cibn por virus RS diagnosticados serolégicamente (11). Estos
tres casos ingresados en el Servicio de Pediatria del Hospital
Clinico y Provincial de Barcelona (prof. Cruz) constituyen la
primera aportacién entre hospitalizados en nuestra literatura.

Caso nim. 1

Mariano R. C., de 18 meses de edad.

Antecedentes familiares: Sin interés.

Antecedentes personales: Ambiente social deficiente; una ha-
bitacién para 5 personas. Vivienda hdimeda.

Antecedentes patoldgicos: Otitis a los 20 dias de edad.

Diez dias antes del ingreso (6-11-66), catarro de vias respira-
torias altas, que remite con la administracién de un antibi6tico
por via oral.

Enfermedad actual: Tos productiva, con expectoracién sero-
mucosa y dolor toricico, acompanada de ruidos respiratorios,
que persisten desde cuatro dias antes de su admisién hospita-
laria; al mismo tiempo, rinitis mucopurulenta, vémitos posin-
gesta y abundantes deposiciones liquidas. El cuadro se acompaiia
de hipertermia de 39°C., y ~ él se asocia, al cabo de dos dias de
evolucién, decaimiento, irritabilidad y halitosis.

Exploracién de entrada (16-11-66):

a) Inspeccién: Escaso desarrollo pondoestatural. Sensacién
de grave enfermedad. Palidez de piel y mucosas. Distrofia de
2.° grado. Signos de insuficiencia respiratoria y deshidratacién.

I:]:} Cabeza: Frente olimpica. Fontanela puntiforme. Aleteo
nasal.

¢) Cuello: Normal.

d) Térax: Marcado rosario costal. Tiraje supra, inter e infra-
costal, Estertores de mediana y pequefia burbuja diseminados en
ambos hemitdrax.

e) Abdomen: Meteorismo. Hepatomegalia de 2 traveses y
medio de dedo, por debajo del reborde costal.

f) Boca y faringe: Enrojecimiento faringeo. Moco en ca-
vum. Muguet.
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g) Sistema nervioso. Adinamia. Hipotonia generalizada. Se-
miobnubilacién. Reflejos tendinosos normales.

h) Hemograma: Leuc., 7.200 mm.c.; Hematocr., 41 por 100;
Eos., 6; Seg., 38; Linf., 48; Mon., 4.

i) VSG: 1*h, 2 mms.; 22 h,, 10.

j) Radiologia tordcica: Enfisema generalizada; refuerzo li-
near de trama pulmonar con imagen triangular hiliar medio-dere-
cha de disposicién segmentario-atelectdsica.

Evolucién: A los tres dias de su ingreso, sometido a trata-
miento antibiético y dietético adecuados, se habia operado una
gran mejoria del estado general. En las 24 horas siguientes cedié
la fiebre, persistiendo tinicamente a la auscultacién respiratoria
algiin roncus aislado. Después de tres nuevos dias, aunque per-
sistfa el buen estado general, se perciben roncus, sibilancias y
estertores de mediana y pequefia burbuja, signos que desapare-
cieron definitivamente en 48 horas.

Diagnéstico sindrémico: Bronquiolitis.

Diagnéstico serolégico: Se obtuvo un primer suero al 5.° dia
de enfermedad (17-11-66) y un suero tardio a los 24 dias del
comienzo.

En el suero precoz, la RFC fue negativa frente a los anti-
genos de virus RS, virus parainfluenza, tipos 1, 2 y 3, gripe A
y B, mycoplasma pneumoniae y ornitosis. En dicho suero se ob-
tuvo un titulo de 64 frente al antigeno soluble de adenovirus.

El suero tardio demostré un titulo de 32 frente al virus RS
y un titulo de 16 frente a adenovirus, siendo negativa la reaccién
frente a los restantes antigenos.

Diagndstico etioldgico: Bronquiolitis por virus respiratorio
sincitial.

Caso ntm. 2

Fernando S. D., de dos afios y medio de edad.

Antecedentes familiares y personales: Sin interés,

Antecedentes patoldgicos: Alglin catarro de vias altas. Que-
maduras por leche hirviendo en cuello, axilas, hombros, manos
y pies, abarcando un 33 por 100 de la superficie corporal y moti-
vando una prolongada estancia hospitalaria.

Enfermedad actual: El dia 2-11-67, coincidiendo con un bro-
te de faringitis en el «box» donde se hallaba internado (como
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asimismo el caso nim. 3), fiebre de 38,2° C. Veinte dias antes
se le habia observado una moderada fiebre en agujas.

Exploracion:

a) Inspeccién: Nifio en regular estado nutritivo. Buena co-
loracién de piel y mucosas,

b) Cabeza: Rinitis,

c) Cuello: Normal.

d) Térax: Conformacién y exploracién fisica normales.

e) Abdomen: Blanco, depresible. No higado ni bazo pal-

f) Boca y faringe: Faringe uniformemente enrojecida.

g) Sistema nervioso: Normal a la exploracién.

h) Hemograma: Leuc., 7.600 mm. c.; Hematocr., 30 por 100;
Band., 4; Seg., 30; Lif., 64; Mon., 2.

i) Radiologia tordcica: Normal.

Evolucién: A los tres dfas del comienzo, el cuadro clinico ha
desaparecido.

Diagnéstico sindrémico: Rinofaringitis aguda.

Diagnéstico seroldgico: Se obtuvo un primer suero a las 24 ho-
ras del comienzo de la sintomatologfa (3-11-67) y un suero tardio
a los 12 dias del comienzo.

En el suero precoz, la RFC fue negativa frente a los anti-
genos del virus RS, parainfluenza tipos 1 y 2, adenovirus,
influenza A y B, mycoplasma pneumoniae y ornitosis, obtenién-
dose un titulo de 256 frente al antigeno soluble de parainfluen-
za 3.

El suero tardfo demostré un titulo de 32 frente al virus RS
y de 256 frente al parainfluenza tipo 3, siendo negativa la reac-
cién ante los restantes antigenos investigados.

Diagnéstico etiolégico: Rinofaringitis por vitus respiratorio
sincitial. Infeccién anterior reciente por virus parainfluenza.

Caso nim. 3

Javier G. R., de 10 meses de edad.

Antecedentes familiares y personales: Sin interés,

Antecedentes patolégicos: Quemaduras en brazo, térax, es-
palda y piernas, interesando un 23 por 100 de la superficie cor-
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poral por caida en una tina con agua caliente, que obligaron a
su ingreso en el Servicio.

Enfermedad actual: El dia 3 de noviembre de 1967, durante
su estancia hospitalaria y coincidiendo con un proceso similar
que afecté a otros tres nifios del «box» con 7 camas, proceso
catarral febril, con temperatura de 39,4°C.

Exploracién:

a) Inspeccién: No sensacion de gravedad Ligeros signos
de insuficiencia respiratoria. Discreto tiraje supraesternal.

b) Cabeza: Rinitis secretante.

c) Cuello: Normal.

d) Térax: Ligero tjraje supraesternal. Auscultacién de es-
tertores de mediana burbuj. y sibilantes diseminados por ambos
hemitérax.

e) Abdomen: Exploracién normal.

f) Boca y faringe: Faringe congestiva.

g) Sistema nervioso: Normal. :

h) Radiologia tordcica: Refuerzo congestivo de trama pul-
monar, bilateralmente reforzada, con zona hilio-basal interna
derecha congestivo-exudativa.

i) Hemograma: Leuc., 13.000 mm.c.; Hematocr., 28 por 100;
Eos., 1; Band., 7; Seg., 58 Linf., 34.

i) ‘Andlisis de orina: Normal,

k) Pruebas tuberculinicas: Negativas,

1) Hemocultivo: Negativo.

Evolucién: La fiebre y los signos respiratorios cedieron con
rapidez, normalizdndose el cuadro clinico en 5 dias y el radiolé-
gico en una semana.

Diagnéstico sindrémico: Bronquitis asmatiforme.

Diagnéstico serolégico: Se obtiene un primer suero al 2.° dia
de enfermedad (5-11-67) y un suero tardio a los 13 dias de su
iniciacién.

En el suero precoz, la reaccién de fijacién del complemento
fue negativa frente a los antigenos del VRS, virus parain-
fluenza 1, 2 y 3, influenza A y B, adenovirus, mycoplasma pneu-
moniae y ornitosis.

El suero tardio mostré un titulo de 32 frente al virus RS,
siendo negativa la reaccién frente a los restantes antigenos.

Ii')iagudstico etiolégico: Bronquitis por virus respiratorio sin-
citial.
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ANTICUERPOS FRENTE AL VIRUS RESPIRATORIO SIN-
CITIAL EN SUEROS DE INDIVIDUOS NORMALES
DE DIFERENTES GRUPOS DE EDAD

por el Doctor Antonio Rodriguez Torres
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El presente estudio, de 4mbito epidemiolégico, completa el
panorama de las investigaciones realizadas sobre el virus respi-
ratorio sincitial en nuestro pafs.

De diferentes procedencias se obtuvieron sueros de nifios
y adultos no enfermos del aparato respiratorio para conocer la
presentacion de anticuerpos frente al virus RS segtin la edad.
Ello nos podria permitir conocer a qué edad ocurre entre nos-
otros la primoinfeccién por el virus RS y cudl es la prevalencia
de dicho virus. Indirectamente, puede deducirse cudl es la inmu-
nidad de la poblacién por contactos anteriores.

Las procedencias de los sueros estudiados fueron las si-
guientes:

a) Dispensario de Puericultura del Hospital Clinico y Pro-
vincial de Barcelona.

b) Dispensario de la Lucha Antivenérea de la Jefatura Pro-
vincial de Sanidad.

¢) Servicio de Transfusiones de la Jefatura Provincial de
Sanidad.

d) Guarderfas del Servicio Social.

Se obtuvieron un total de 156 sueros.

Todos ellos se estudiaron en la reaccién de fijacién del com-
plemento por la técnica descrita en otra parte de esta Memoria.
Se utilizaron 4 en la reaccién, y se ensayaron las dilucio-
nes 1/2, 1/4 y 1/8, con control del suero para todas las dilu-
ciones, vy control con antigeno normal de células KB.

Ocho sueros resultaron anticomplementarios a las diluciones
ensayadas, por cuyo motivo se consideran solamente los resul-
tados obtenidos en 148 sueros (tabla 1).

En conjunto, en 66,89 por 100 de los sueros se demostraron
anticuerpos al titulo 2, en 58,78 por 100 al titulo 4 y en el
35,80 por 100 al titulo 8. Esto indica la gran prevalencia del
virus RS entre la poblacién. Los titulos 8 no son tan frecuentes
como los de 2 y 4, hecho explicable porque aquéllos probable-
mente s6lo se mantienen tras infecciones recientes. En nuestra
opinién los titulos de 2 v 4 reflejan bien contactos anteriores
en fecha no precisable.
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TABLA 1

REACCION DE FIJACION DEL COMPLEMENTO FRENTE AL VIRUS RS. SUEROS DE INDIVIDUOS DE DI-
VERSOS GRUPOS DE EDAD

Nimero de resultados positivos de los titulos

ol i S
2 4 8
0-5 meses 28 9 (32,14 %) 5 (17,85 %) 5 (17,85 %)
6-11 meses 21 2 (952%) 2 (952%) 2 (952%)
12-24 meses 9 6 (66,66 %) 4 (44,44 %) 1 (11,11 %)
2-5 afios 11 9 (81,81 %) 9 (81,81 %) 5 (4545 %)
6-10 anos 18 17 (94,44 %) 15 (83,33 %) 12 (66,66 %)
11-20 afios 21 19 (90,45 %) 18 (85,71 %) 10 (47,61 %)
21-30 afios 15, 14 (93,33 %) 14 (93,33 %) 8 (53,33 %)
31-40 afos 7 7 (100 %) 6 (85,719) 4 (57,14 %)
41-50 anos 13 11 (84,61 %) 10 (76,92 %) 5 (34,46 %)
Méds de 51 afios 5 5 (100 %) 4 (80 %) 1 (20 %)
ToraL 148 99 (66,89 %) 87 (58,78 %) 53 (35,80 %)
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La distribucién por edades refleja un 32,14 por 100 de titu-
los positivos (2) antes de los seis meses, expresivo de anticuer-
pos pasivos de origen materno.

Entre los 6 meses y el afio de edad, la frecuencia de anti-
cuerpos es baja. Ello explica la mayor incidencia de los procesos
por virus RS en esta edad y su mayor gravedad.

Entre 1 y 2 afios, un 66,66 por 100 de los nifios se han
puesto ya en contacto con el virus RS. A partir de los 2 afios
mas del 80 por 100 de los individuos presentan anticuerpos,
que en porcentajes similares se presentan en todos los grupos de
edad, hasta las mds avanzadas, mantenidos en éstas probablemen-
te por reinfecciones.
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ESTUDIO OPTICO Y ELECTRONICO DE LA MORFOLO-
GIA DE LA TRANSMISION NERVIOSA A NIVEL DEL
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL. APORTACIONES
CON UNA NUEVA TECNICA

por el Profesor Doctor F. Abadia-Fenoll
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INTRODUCCION

La sinapsis, término empleado por Sherrington en 1897 para
expresar la conexién funcional entre dos células del sistema
nervioso, es uno de los puntos en donde se halla patente el
hecho de que la anatomia y la funcién resultan ser como dos
versiones de un mismo problema. De cuanto se ha escrito sobre
sinapsis, resultan ser de interés los restiimenes de Cajal, 1934;
Bodian, 1942; Horstmann, 1957; de Robertis, 1958-59; Pa-
lay, etc. En sintesis, la sinapsis es el conjunto formado por una
parte (distal) efectora —extremo de un axén—, también llamada
botén terminal o saco presindptico, y la parte neuronal recep-
tora o subsinapsis. En época anterior a la venida de la micros-
copia electrénica, lo que generalmente persegufan las técnicas
utilizadas y los distintos autores era poner de manifiesto el saco
presindptico; asi acontece desde los primeros procederes utiliza-
dos por Cajal, hasta los de Barr, 1939; Armstrong, Richardson
y Joung, 1956; Rasmussen, 1957; Knoche, 1961; Sterling y Kuy-
pers, 1966, etc.

La mayor parte de las técnicas empleadas para la impregna-
cién del tejido nervioso ponen de manifiesto con preferencia un
elemento de los distintos que entran a formar parte en la compo-
sicién del mismo, mientras que los demds, o no aparecen o lo
hacen muy defectuosamente. Ello puede representar tanto una
ventaja —que permita seguir bien y aisladamente a los elementos
demostrados— como un inconveniente, «ya que la selectividad
tan exclusiva que proporcionan buena cantidad de métodos de los
empleados para la demostracién de las estructuras del tejido ner-
vioso, nos dificulta el estudio comparativo» (Cajal, 1913).

La técnica por nosotros desarrollada para el estudio de los
efectos nerviosos ofrece como peculiaridad el que las estructuras
reveladas, aparte de ser normales, es decir, sin desarrollo de
degeneraciones, propotcionan datos tisulares lo suficientemente
completos como para poder establecer estudios comparativos
entre la pre y subsinapsis a diversos niveles del SNC. Por otra
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parte, la equiparacién de los resultados que se obtengan en la
microscopfa 6ptica con aquellos que se consigan de las obser-
vaciones que hagamos en la miscroscopia electrénica, nos propor-
cionard material de interés para la comprobacién y el esclareci-
miento de la forma y distribucién de estos elementos sindpticos.

En el presente trabajo realizamos un estudio de estructuras
sindpticas y sus diferencias en distintas regiones del sistema ner-
vioso central (romboencéfalo, mesencéfalo, diencéfalo y telen-
céfalo). El trabajo se realiza siguiendo fundamentalmente obser-
vaciones hechas a lo largo de la via acistica. Aparte de ello, rela-
taremos cuantas observaciones colaterales juzguemos de interés.
El estudio ha sido efectuado en cerebros de gato.
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MATERIAL Y METODO

En el presente trabajo se han empleado 10 gatos (de una
edad aproximada de 1 afio) para cortes frontales y horizontales
de telencéfalo, diencéfalo, mesencéfalo y romboencéfalo.

Para llevar a cabo las observaciones realizadas en microsco-
pia electrénica se emplearon 4 gatos.

Proceder para las observaciones en microscopfa éptica: Los
gatos fueron heparinizados una hora antes de comenzar los pro-
cederes de fijacién por perfusién.

Una vez perfundidos unos 500 c.c. de fijador, se procedié
a la extraccién del cerebro y después de troceado debidamente
(segtin se tratara de observaciones para éptico o para electrénico),
se continud la fijacién de las piezas en liquido fijador, preparado
del mismo modo que el que habfamos empleado en la perfusién.

Proceder general llevado a cabo en los estudios realizados
para microscopia Gptica:

1. Fijacién por perfusién de glutaraldehido-fosfatomonosédico.
Extraccién del cerebro y continuacién de la fijacién durante
7 dias en el mismo liquido.

2. Lavado de las piezas por un tiempo de 3 a 5 horas.

3. Verificar cortes por congelacién de 25 micras de espesor.

4. Introducir los cortes en el liquido mordiente de 1 a 2 horas.

5. Lavar en agua destilada de 3 a 5 horas.

6. Introducir los cortes en el bafio argéntico por un tiempo
de 45 minutos a 22°C.

7. Lavar en metanol absoluto 2 segundos.

8. Reducir en la mezcla agua-alcohol-metanol con dcido pirogé-

lico.
9. Lavar en agua destilada. Deshidratar y montar en alcohol,
carbol-xilol y bdlsamo del Canadd

Solucién mordiente: A 1 litro de agua destilada afiadir 5 gra-
mos de tartrato sédico y 3 gramos de anhidrido crémico. Disol-
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ver y dejar la mezcla madurando durante 20 a 30 dias. Pasado
este tiempo, la solucién estd lista para su uso.

Solucién argéntica: A 50 c.c. de agua destilada se le afiaden
10 gramos de nitrato de plata, se disuelven y se anaden 15 gra-
mos de nitrato potdsico, volviendo a disolver. Se deja reposar
la mezcla un dfa.

Solucién pirogdlica reductora: A 50 c.c. de agua destilada se
afiaden 30 c.c. de etanol absoluto y 20 c.c. de metanol; a la
mezcla se adiciona 1 gramo de 4cido pirogilico. Se calienta a 40°.

Solucién fijadora: A 150 c. c. de glutaraldehido al 25 por 100
se le afiader 600 c.c. de fosfatomonosédico al 2,5 por 100 en
agua destilada; a la solucién se afiaden 6 c.c. de cloruro cilcico
al 1 por 100.

Es fundamental el conseguir una buena fijacién del tejido
para la consecucién de imédgenes aceptables, cosa que ya algunos
como Ha (1966) habfan observado en la utilizacién de sus técni-
cas. Se obtiene variacién en los resultados si la perfusién no se
consigue realizar de modo adecuado.

En cuanto al proceder seguido para los estudios realizados
con el microscopio electrénico, se ha seguido la técnica general
de perfusién en glutaraldehido tamponado, posfijacién en écido
6?mico, deshidratacién, inclusién y contrastado con acetato de
plomo:

1. Inyeccién de glutaraldehido tamponado a través del ven-
triculo izquierdo después de abrir la cavidad tordcica.

2. Extraccién del cerebro y continuacién de la fijacién en glu-
taraldehido tamponado, en nevera a 0° durante 4-5 horas.

3. Lavado tres veces durante una hora en solucién tampén.

4. Fijacién en tetréxido de osmio al 3 por 100 con solucién
tampén 2 horas a 0°.

5. Deshidratacién e inclusién en:
Acetona.
Oxido de propileno.
Araldita.

Corte con ultramicrotomo Reichert.

Observaciones con Zeiss EM9,

~1 O~

El glutaraldehido se utiliza al 25 por 100 una parte y se le
anade de la solucién tampén cuatro partes.
El tampén se prepard del siguiente modo:
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Millonig. Solucién A = Solucién acuosa de fosfato monosédico,
2,26 por 100.
Solucién B = Solucién acuosa de hidréxido sédico,
2,52 por 100.
Solucién C = Solucién de glucosa, 5,4 por 100,
Mezclar 41,5 c.c. de solucién A con 8,5 c.c. de solucién B.
Quitar 5 c.c. de la mezcla anterior y afadirlos de la solu-
cién C.
Aiiadir 0,5 c.c. de cloruro cdlcico al 1 por 100. Al glutaral-
deéﬁdo se le pueden adicionar 5 gramos de carbén de coco por
cada 5 c.c.
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OBSERVACIONES

Llevadas a cabo las impregnaciones argénticas, y para reali-
zar el estudio comparativo de la morfologia sindptica a distintos
niveles de sistema nervioso central, hemos querido seguir,
como se ha dicho anteriormente, una via tan propicia como la
actistica, en la que tenemos sucesivos contactos a niveles diver-
sos de romboencéfalo, mesencéfalo, diencéfalo y telencéfalo.
Junto a estas observaciones, efectuamos algunas otras, que creemos
de interés para la comparacién de resultados.

Los resultados observados han recaido en lo fundamental
sobre:

El nicleo ventral del coclear.
Nicleos del cuerpo trapezoide.
Nicleos preolivares.

Oliva superior.

Formacién reticular.
Tubérculos cuadrigéminos.
Geniculados medial y lateral.
Niicleos “principales del tdlamo.
Corteza cerebral.

El niicleo ventral del coclear: Distinguimos en este ntcleo
diversas zonas, con formaciones sindpticas de variada indole en
cuanto a forma y tamafio. El nicleo ventral ofrece una zona
interfascicular, a la que pertenecen las neuronas de las figuras 1
y 2. En estas figuras el soma neuronal y sus dendritas aparecen
distribuidos entre un conjunto de grandes fibras pertenecientes
a los haces del nervio coclear; en la superficie del soma se dis-
tinguen en ambas figuras bulbos sindpticos a manera de saqui-
tos engarzados en el extremo de una fibra. En la parte inferior de
la neurona de la figura 1 se ve una formacién que en cierto
modo es andloga a las anteriores, pero la dilatacién estd inter-
calada en el transcurso de una fibra; la imagen es andloga a la
que observamos en la figura 3 y representa dilataciones de ca-
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1. Neurona del ntcleo coclear ventral.
Superiormente, v sobre el soma neuronal, sacos
presinapticos, conectados con su fibra preterminal.
Inferiormente, dilatacién «en passants.







Formas de huso

passant», partiendo

e una gruesa fibra.

«€n
d
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4. Saco presinaptico,
de considerable tamaiio,
salido de una bifurcacién.



Gran botén con su fibra
preterminal sobre una neurona

del nucleo coclear.

5.
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6. Botones sobre soma

y dendritas de neuronas
cocleares ventrales.
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7. Coclear ventral.
Zona de los calices de Held.
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8. Cuerpo trapezoide.
Neuronas con calices de Held.
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9. Nucleos preolivares.

Diversas formas de sinapsis,

en huso, maza, anillos ?5 tor
un

uosas.
acion Juan March



10. Oliva superior
Pequefias formas sinaptica
sobre somas y dendritas
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11. Neurona reticular mostrando
gran cantidad de anillos
en la superficie del pericarién.
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12. Neurona reticular.
Diversas formas de anillos y fibras
sobre la superficie del pericarion.
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13. Neurona reticular.
LCorona de estructuras sinapticas
sobre lu membrana plasmatica.
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14. Estrato gris superficial
del tubérculo

cuadrigémino superior.
Finas fibras, con pequefas
dilataciones en su trayecto.
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15. Geniculado medial.

Estructuras botonosas redondas

y anulares, pequenas,

pertenecientes a la porcidn

inferior del nucleo.
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16. Geniculado medial

Estructuras abigarradas
con caracter terminal,

superior del ntcleo.

pertenecientes a la porcién
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17. Geniculado lateral.

Abundantes estructuras botonosas,
pequenas y redondeadas

» anulares.
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18. Pulvinar

Detalle del nicleo mostrandc
entre haces de fibras

muy numerosas estructuras
de caracter sindptico.
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19. Nucleo posterior del tdlamo,
'mostrando entre sus fibras

las densas particulas
terminales o presindpticas.
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20. Nucleo ventral del talamo,
Panoramica
de sus estructuras sinapticas.
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dilataciones

en el transcurso de la misma.

Sustancia gris cerebral.
con pequefas

Zona molecular
y capas subyacentes mostrando

una profusa trama fibrilar
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22. Nucleo ventral coclear,
Neurona rodeada de terminaciones
sindpticas, densamente adosadas
a la membrana plasmatica.
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23. Nucleo coclear ventral.
Neurona mostrando

en su superficie grandes

y pequefos sacos presindpticos.

Fundacion Juan March



Nucleo coclear ventral

24,
Gran terminacién mostrando varios

puntos de contacto sinaptico.

Fundacion Juan March



25. Nucleo coclear ventral.

Dos partes de una misma neurona
mostrando diversos tipos

de botones sobre soma

v dendritas.
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26. Nucleo coclear ventral.
Soma neuronal de la célula
rodeada por una prolongacién
en forma de caliz.
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27. Cuerpo trapezoide.

Neurona junto a la cual

se ve una recta prolongacion
que se adosa a su membrana;
en algunos puntos,

entre la prolongaciéon y el soma
neuronal se interponen
pequenos botones sinapticos.
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Cuerpo trapezoide.
mostrando la densidad
fibrilar de la prolongacion.

28.
Figura analoga a la anterior
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29. Oliva superior.
Neurona mostrando

en su superficie pequenas
estructuras botonosas.
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30. Tubérculo cuadrigémino.
Neurcna con citoplasma denso
v escasas terminaciones sinapticas.
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31. Tubérculo cuadrigémino
superior.

Detalle de una neurona

como la anterior, dejando ver una
clara terminacién con zona

de actividad sinaptica.
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32. - Detalle de una regién

del neuropilo, mostrando
diversas prolongaciones axoénicas
y dendriticas con varios
contactos entre ellas.

Fundacién Juan March



Morfologia de la transmision nerviosa 193

récter sindptico en el transcurso y a lo largo de fibras que, como
en el caso de la figura, se ven estar en relacién con gruesos
troncos nerviosos. En ocasiones, como observamos en la figura 4,
la dilatacién fibrilar se presenta como porcién final de una
fibra que se bifurcé con anterioridad; sin embargo, el calificar
estos abultamientos como terminales se ha de hacer con cautela
porque, como después comentaremos, la mayor parte de ellos
son formas de paso que no han dejado ver uno de los extremos
fibrilares.

Las terminaciones de esta zona coclear suelen ser de consi-
derable tamafio (como vemos en las imdgenes anteriormente
ofrecidas y las recogidas en la figura 5), y el cierto aislamiento
en que se presentan las neuronas facilita la impregnacién y la
observacién de las mismas.

Existe una segunda zona en el nicleo ventral coclear que se
presenta como una condensacion de la anterior, ya que las neuro-
nas, tal y como recogemos en la figura 6, aparecen mds cerca
unas de otras. En esta zona las estructuras sindpticas se visua-
lizan con mds claridad en soma y dendritas, su tamafio es vario,
algunas ofrecen un aspecto denso y otras en forma de anillo.
La tercera zona estudiada del ventral coclear ofrece la imagen,
recogida en la figura 7, correspondiente a terminaciones tipo
célices de Held, constituidos por gruesas y tortuosas fibras que
aparecen como abrazando el soma de neuronas que muestran
un citoplasma relativamente poco impregnado. Rara vez se apre-
cian en la superficie de estas neuronas anillos débiles y peque-
fios que podrian tener una significacién transmisora, pero en
la zona presente esta situacién es tan escasa, que no vamos a
entrar en su consideracion.

Niicleos del cuerpo trapezoide: Las neuronas de estos niicleos
estdn contenidas entre las fibras que, procedentes del coclear,
contindan la via acistica en direccién central; presentan, como
vemos en la figura 8, unos tractos fibrosos rodeando a sus so-
mas, que ofrecen en conjunto una imagen andloga a la observada
para los cdlices de Held contemplados en la regién del nicleo
coclear. Estas estructuras fibrilares del cuerpo trapezoide también
han sido denominadas célices de Held vy se les ha atribuido un
cardcter sindptico. Ciertamente, son éstos los dos tinicos lugares
en que hemos encontrado una tal disposicién de estructuras en
torno a las neuronas y, aunque no esté claro el auténtico cardcter
sindptico de las mismas, es cierto que ofrecen una imagen tnica
y tipica en estos nicleos, por lo que algin significado terminal o
13

Fundacién Juan March



194 Estudios médicos y biolégicos

preterminal deben de representar. En algiin otro lugar del sis-
tema nervioso, como en las terminaciones periféricas del 6rgano
de Corti v en el vestibular, asi como en los cestos de las células de
Purkinje, apreciamos estructuras perisomdticas que, sin ser igua-
les a las anteriormente descritas, presentan cierta analogia de
distribucién. No obstante, la equiparacion o no de su posible
funcionamiento creemos que debe establecerse por algo mds que
la sola semejanza en la distribucién de estas fibras perisométicas.

En los niicleos del cuerpo trapezoide, tal v como podemos
ver en las figuras aqui representadas, hemos observado, distri-
buidos a lo largo de las fibras que abrazan la neurona, unos
cuerpos globulosos de tamafio diverso, que guardan clara rela-
cién con las neuronas de los cdlices, sin que por el momento
podamos decir si representan demostraciones de elementos au-
ténticamente terminales, con significacién de contacto transmi-
sor, o si se trata de productos de degeneracién. Como vemos por
la descripcién aqui hecha y por las figuras presentadas, en estos
nicleos del cuerpo trapezoide, al igual que ocurrfa en la zona
tercera del ventral coclear, es dificil, por no decir imposible,
detectar estructuras en anillos o pequefios abultamientos, es-
tructuras que revelen la forma general sindptica encontrada en
la mayorfa de las neuronas.

Niicleos preolivares: Estos pequefios niicleos celulares, situa-
dos junto al cuerpo trapezoide y en cierto sentido previos a la
oliva superior, muestran en la imagen éptica estar constituidos
por neuronas de tamafo mediano, sobre las que se distribuyen,
densos, gruesos y variados elementos de aspecto sindptico, como
los que ofrece la figura 9. Las densas formas terminales ocupan
diversos planos en el espesor del corte histolégico con lo que
se hace dificil poder recogerlas todas en una misma fotografia.
Varias de estas estructuras presindpticas estdn relacionadas entre
si, con lo que vendrfan a representar mds bien elementos de
paso, que terminales. El aspecto de estas terminaciones recuerda
algo a las que hemos descrito en la zona segunda del coclear ven-
tral, si bien aquf parece observarse mds variedad de tamafio y
forma; las neuronas son menores de tamaiio y es mds dificil
apreciar sus prolongaciones dendriticas.

Niicleo olivar superior: En este nicleo las neuronas se en-
cuentran muy préximas unas de otras, sus prolongaciones dendri-
ticas, que emergen con frecuencia de modo muy recto a partir
del soma, pueden visualizarse con mayor facilidad que en otras
zonas; entre las células aparecen densos y finos paquetes de fi-
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bras y por todo el conjunto se distribuyen oscuros elementos
en forma de pequefios anillos o bolitas, que con frecuencia se les
ve en relacién con una fibra preterminal. Estas formas, de peque-
fias terminaciones, aparecen rodeando los somas neuronales o
siguiendo los protoplasmas dendriticos. Muchos de los pequefios
botoncitos o anillos muéstranse en continuidad con una fibra en
sus dos extremos, por lo que los catalogamos como formas de
paso; otros, sin embargo, parecen ser terminales y, dentro de la
reserva que siempre se ha de tener para catalogar un elemento
como terminal, parece que en esta regién el nimero de elementos
terminales (a juzgar por el aspecto de la imagen) debe de ser
mayor que el observado en otras zonas. En la figura 10 ofrece-
mos estos aspectos que acabamos de describir.

Neuronas de la formacién reticular: Es ésta una de las ob-
servaciones que queremos traer como comparacién de los ha-
llazgos obtenidos a lo largo de la via actstica. Las neuronas de
estos nicleos se parecen un tanto, por su tamafio y prolonga-
ciones, a las neuronas motrices, tan profusamente utilizadas por
la sinaptologia cldsica. Los elementos observados sobre las neu-
ronas de estos niicleos se corresponden con anillos, mazas o peque-
fios bulbos, todos con aspecto unas veces terminal y otras de
paso, y se distribuyen por soma y dendritas, como se aprecia en
las figuras 11, 12 y 13. En la 11 y 12 se observan distribuciones
sobre la superficie neuronal, en un corte tangencial a la misma,
con lo que los respectivos niicleos neuronales han quedado fuera
del corte o fuera de foco; la figura 13 ha cortado transversal-
mente a la neurona y entonces el nicleo celular es visible y las
terminaciones se distribuyen como una corona de bulbos y anillos
en la periferia, Los anillos, como se puede apreciar en estas foto-
graffas, son de mayor tamafio que los apreciados en otras re-
giones; parecen relacionarse unos con otros, como se muestra
en la figura 11, y otras veces muestran forma de ovillos o peque-
fas trenzas, como queda recogido en la figura 12. Otras veces
(tal es el caso de la figura 13, sobre todo a nivel de la prolonga-
cién dendritica que sale de la neurona), la morfologia de la sinap-
sis aparece como bulbos o botones densos o también como husos
de paso. En conjunto, pues, apreciamos a estos niveles reticulares
varias formas siempre en relacién con finas fibras.

Tubérculos cuadrigéminos: Si desde los niveles anteriores
pasamos a un nivel distinto y superior, como el que representan
los tubéreulos cuadrigéminos, observamos muy notables diferen-
cias. De ellos sabemos que el inferior forma parte importante
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de la via acistica; sin embargo, el aspecto general de ambos
tubérculos es por el estilo. Se muestran como estructuras muy
densamente fibrilares, con neuronas que orientan sus dendritas
en las mds diversas direcciones v que muestran una apetencia
para la impregnacién por la plata de modo mds intenso que las
demds estructuras celulares de la zona. No hemos podido apre-
ciar con el presente método anillos, bulbos, botones o husos que
demostraran la existencia de estructuras sindpticas, anilogas a
las encontradas en otros lugares de los ya estudiados. Lo que si
se aprecia es que la zona muestra un aspecto general, semejante
al que ofrece la corteza cerebral, en lo que se refiere a densidad
de fibras y aspecto de los elementos celulares, y hemos podido
observar (en estos y en otros preparados) que, cuando una estruc-
tura nerviosa ofrece imagen y riqueza fibrilar andloga a la cor-
teza, los contactos sindpticos son poco menos que imposibles de
detectar, sobre todo cuando esperamos encontrar en la imagen
formas sindpticas diferenciadas que, como las antedichas, resal-
tan por su mayor impregnacién argéntica y forma peculiar.

Cuando estudidbamos el ntcleo coclear habldbamos de las
formas correspondientes a la zona ventral y no dijimos nada
relativo al aspecto que nos ofrecia otra parte importante del
nicleo, que es aquella representada por la zona dorsal o tubérculo
actistico. La razén es porque su estructura general se muestra
andloga a la que venimos describiendo para los tubéreulos cuadri-
géminos y preferfamos hacer aquf la descripcién, diciendo tan
sélo que esta zona del tubérculo acistico, por ofrecer ese aspecto
de sustancia gris como el propio de la corteza, tampoco deja ver
formas sindpticas como las de la zona ventral del micleo o las de
otras regiones del romboencéfalo.

El aspecto que se observa en los tubérculos cuadrigéminos
es el recogido en la figura 14, y, como podemos comprobar com-
pardndola con las estructuras que ofrecemos sobre la corteza
cerebral, ambas imdgenes son distintas a las otras que anterior-
mente hemos estudiado.

Geniculados medial y lateral: Pasamos ahora a estudiar otras
dos estructuras o nicleos que resultan ser andlogos entre si.
También el uno estd estrechamente ligado a la via actstica y el
otro no (geniculado lateral). Estos dos nticleos muestran, pese
a recibir conexiones de elementos nerviosos situados en zonas
distintas, una semejante constitucién, lo cual (junto con lo ob-
servado para los tubérculos cuadrigéminos) nos hace ver que las
regiones andlogas del sistema nervioso central ofrecen un as-
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pecto semejante en su constitucién y en el modo de establecer
sus contactos sindpticos, aunque el lugar de procedencia de las
fibras que vienen a terminar a ellos sea tan distinto y distante
como los que representan en este caso los 6rganos visuales y
actsticos. Este hecho volveremos a comprobarlo posteriormente.

El geniculado medial: Cuando observamos un preparado de
este niicleo, nos llama la atencién el hecho de que toda la ima-
gen se encuentra con un oscuro moteado de densas particulas
argentofilas, que a pequefios aumentos hacen sospechar que se
trate de precipitados inespecificos; pero cuando observamos la
imagen con mds detalle y aumento apreciamos que esos pequefios
grumos son estructuras diferenciadas en especifica relacién con
fibras muy finas —no siempre demostrables—, y que se distri-
buyen constantemente por toda la regién. Estos caracteres des-
critos nos hacen confirmar que nos encontramos ante una estruc-
tura propia de la zona, que llama la atencién porque el aspecto
general y el detalle son distintos al que ofrecen las fibras, estruc-
turas sindpticas y neuronas de otras regiones. Ya a la observacién
con pequefios aumentos se aprecia que la parte superficial del
ntcleo ofrece un tipo de precipitado menor que el de las zonas
un poco mias profundas. Cuando empleamos mayor resolucién,
vemos que en la parte mds superficial e inferior del niicleo las
densas particulas argentdfilas estdn formadas por pequefios gru-
mos vy anillos que se distribuyen por todas partes sin mostrar
una clara preferencia de localizacién —situacién que observamos
en la figura 15—. Entre todos los elementos anteriormente des-
critos se aprecia una fina trama fibrilar. En la parte mds supe-
rior del ntcleo, como puede observarse en la figura 16, la
imagen de la zona es muy parecida a la anterior, pero el tipo
de grumo densamente impregnado es distinto, pues aparece de
mayor tamafio y més claramente relacionado en sus extremos con
alguna fibra: con frecuencia los grumos ofrecen bifurcaciones o
pequeifios abultamientos colaterales; en otros casos, claras formas
de huso y, en algunos de ellos, se observa con facilidad cémo la
estructura presenta ser la parte engrosada de una fina fibra,
pudiéndose apreciar a veces con mds claridad que algunas de las
pequefias estructuras, densamente impregnadas, son como trozos
de fibras, algunas de las cuales harfan dudar de su cardcter sindp-
tico especifico diferenciado; pero observando cortes de distinta
localizacién o direccién, se ve que siempre la imagen es igual
v que tales elementos, de no ser presinapsis, podrian representar,
cuando menos, partes preterminales. Con todo, son distintas a
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los numerosos y -claros elementos que, en forma de husos, gru-
mos, pequefias estructuras bifurcadas y hasta en apariencia de
diminutos racimos, se distribuyen por la regién.

Geniculado lateral: Aqui, como podemos ver en la figura 17,
la imagen obtenida es andloga a la del geniculado medial.

Pulvinar y principales nilcleos taldmicos: En las figuras 18
a 20 recogemos a pequefios y grandes aumentos el aspecto que
nos ofrecen estas otras regiones o ntcleos taldmicos. Como po-
demos apreciar, la imagen coincide bastante con la ya descrita
para los geniculados medial y lateral; en algunas zonas se aprecia
mayor densidad de elementos, pero la constitucién o el tipo de
estructura es el mismo para toda la regién. Resulta de interés
resaltar, como ya hemos hecho con anterioridad, que los diversos
ndcleos taldmicos ofrezcan esta forma comin de establecimiento
de contactos de cardcter sindptico, que nos lleva a la considera-
cién de que para una misma regién determinada del sistema
nervioso central, el tipo, la forma o la estructura mediante la
cual tiene lugar la transmisién nerviosa es bastante uniforme.
Hagamos la anotacién (para evitar confusiones) de que con ello
no queremos decir que en algin lugar no puedan existir més de
un tipo de forma terminal o «en passant», sino que en cada
regién observamos formas de establecimiento del contacto ner-
vioso, que son tipicas de esa regién, independientemente del
lugar de procedencia de las fibras correspondientes. No es menos
cierto que, aunque algunas formas puedan repetirse en lugares
distintos, catalogando las observaciones con un sentido amplio,
cada regién puede ofrecer un tipo propio que no se observa en
las otras; asi, los cdlices de Held, las estructuras observadas
a nivel de la oliva, las curiosas imdgenes taldmicas, los anillos
de las neuronas reticulares, etc.

Corteza cerebral: En ella, y como observamos en la figura 21,
no hemos podido detectar de un modo standard imédgenes que
pudieran representar una estructura diferenciada con caricter
sindptico. La constitucién que se aprecia es la de una densa
trama de fibras que se entrecruzan. La textura es andloga a la
que ya describimos anteriormente para los tubérculos cuadrigé-
minos o el tubérculo actstico, y aqui tampoco hemos podido
demostrar anillos, botones o cualquier otro elemento del mismo
sentido sindptico estructural, equiparable a las claras formas des-
critas para otras regiones. Con algunas variedades técnicas hemos
podido observar a veces pequefias densificaciones de material
argentdfilo, fundamentalmente en los lugares donde se entre-
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cruzan o hacen contacto las fibras; pero la observacién no ha
sido constante, el proceder no estd maduro y no tenemos segu-
ridad en la imagen, por lo que no hemos querido traer aqui
como estudio un aspecto todavia problemdtico. Con todo, parece
de interés relatar el hecho, porque la textura de la zona vendria
a explicar el porqué en lugares como los de la corteza cerebral,
con gran cantidad de fibras finas, multitud de entrecruzamien-
tos con contactos y muy pequefias densificaciones en estos
puntos, el poder revelar los contactos sindpticos (mdxime cuando
no existen terminales de tamafio considerable) es légico que
ha de resultar extremadamente dificil (cuando no imposible)
para la microscopia 6ptica.
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OBSERVACIONES REALIZADAS CON EL MICROSCOPIO
ELECTRONICO

En un estudio como el presente, que trata del aspecto mor-
folégico de la transmisién nerviosa y en el que se intenta com-
parar los hallazgos obtenidos con las observaciones en micros-
copfa éptica y electrénica, nos interesa prestar atencién al tipo
o forma general presindptica. Siguiendo esta intencién, vamos a
estudiar al microscopio electrénico la forma del saco presindptico,
a los niveles del nicleo coclear, cuerpo trapezoide, oliva superior,
tubéreulo cuadrigénimo y tdlamo.

En el nicleo coclear, dada la gran variedad de neuronas y
zonas que existen en estrecha relacién, cabe esperar encontrar
distintos tipos neuronales a la imagen electrénica. Estas diferen-
cias neuronales se nos manifiestan a primera vista por una dis-
tinta densidad citopldsmica, como expresién del diferente niimero
de orgénulos que llenan el soma celular. Asi, resulta distinta la
densidad citopldsmica de las neuronas presentadas en la figura 22
que las que recogemos en las figuras siguientes; ademds, regis-
tramos otras diferencias, como son el que las células con apa-
riencia de contener menos orgdnulos muestran un citoplasma con
cisternas de RE menos dilatadas, como observamos en la fi-
gura 22, si la comparamos con la 24 6 25; también, las mitocon-
drias de las células més claras son de menor tamafio y suelen
presentar sus crestas mads compactas y numerosas; ademds, por
todo el citoplasma se aprecian grinulos de aspecto ribosémico,
con gran tendencia a formar asociaciones de cardcter polisémico
(que en algunos casos recuerdan a las figuras que forma el glu-
cbgeno), los cuales guardan una distribucién distinta, pues mien-
tras en las células mds claras son menores en niimero vy se dis-
tribuyen en pequefios grupos méds o menos desordenadamente,
en las células mds densas, como, por ejemplo, la de la figura 25,
aparecen muy profusamente por todo el citoplasma y orientdn-
dose con bastante regularidad en la superficie de un reticulo
endopldsmico que muestra un apreciable grado de dilatacién.
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Otra caracteristica general que se observa con gran facilidad es
que las células més claras, como las de la figura 22, suelen pre-
sentar un contorno bastante redondeado, mientras las m4s oscu-
ras o densas resultan ser polimorfas. Aparte de estos tipos
celulares, observamos a la imagen del microscopio electrénico
tipos oligodendrogliales y astrogliales, que no son de este lugar
resenar.

Estos dos tipos celulares descritos pertenecen a la zona ven-
tral del nticleo coclear. En ellos, y como vemos en la figura 22,
sobre la membrana plasmdtica se distribuyen mdltiples estructu-
ras presindpticas que muestran, en uno o mds puntos de su super-
ficie, los oscuros lugares de actividad. El botén presindptico es
de mediano tamafio, de aspecto mds bien claro, con unas cuantas
mitocondrfas y algunas vesiculas de unos 150 a 300 angstréms de
didmetro. Estas estructuras presindpticas difieren en su forma
de las que encontramos en las otras neuronas de citoplasma mds
denso, y alrededor de las cuales los sacos presindpticos son, como
podemos apreciar en las figuras 23 y 24, de mayor tamafio y
més ricos en mitocondrias, o0 de menor tamafio y relativamen-
te més abundantes en vesiculas. Este hecho supone, por tanto, el
que sobre estas segundas neuronas descubramos distintos tipos
de botdén, uno grande que podriamos llamar tipo 1 y otro pe-
quefio o tipo 2. Las formas tipo 1 suelen ofrecer varios puntos
densos de contacto activo, cosa mds dificil de observar (como
corresponde a su tamafo) en las formas tipo 2. Ambas especies
de terminaciones o estructuras presindpticas aparecen frecuente-
mente rodeadas de expansiones gliales, que en algunos lugares
de las formas tipo 1 llegan a interponerse entre la neurona re-
ceptora y los sacos efectores, con lo que la membrana presindptica
forma frente a la membrana neuronal como arcos con pilares de
contacto y oquedades ocupadas por la glia. Esta imagen podemos
observarla, entre otros lugares, en el considerable botén de la
figura 24. Las formas tipo 2 no suelen dejar ver espacios (entre
ellas y las neuronas) en los que se interponga la glia. Observamos
un tercer tipo de estructura efectora visible en varios puntos de
las figuras 24 y 25, que se caracteriza por poseer un tamano algo
menor que las formas tipo 1, pero una densidad estructural
mayor, con una constitucién semejante a la del propio citoplasma
neuronal, con interposicién de glia entre las dos zonas y en oca-
siones con bandas estrechas que relacionan dos o mds dilatacio-
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nes, lo que nos hace pensar en posibles formas «en passant» con
sus finos puentes de unién. El tipo 1 suele ofrecer en su interior
filamentos con mds frecuencia y claridad que los otros tipos.

La figura 26 recoge una neurona de la zona ventral coclear
(que aparece abrazada por una prolongacién) de tamafio grande,
amielinica y de aspecto como las bolsas presindpticas del tipo 1;
la figura ofrece el aspecto de tratarse de una imagen equivalente
a uno de los tipicos cdlices de Held; aqui, en algunos de los
puntos de aproximacién entre la membrana neuronal y la de la
prolongacién presindptica, aparecen los densos lugares de acti-
vidad; en otras partes, entre la expansién y la neurona, parece
que se interponen pequefios sacos presindpticos.

Pasamos ahora a la observacién de neuronas pertenecientes
a los nicleos del cuerpo trapezoide, como son las recogidas en
las figuras 27 y 28, y aqui, al igual que en la expansién calificada
anteriormente como posible cdliz de Held, nos encontramos con
expansiones que se distribuyen a lo largo de la superficie neuro-
nal como abrazdndola, contactando en lugares con ella y permi-
tiendo en otros puntos que se interpongan pequefias estructuras
botonosas.

Igualmente pequefios son los elementos presindpticos que se
distribuyen sobre la superficie de la neurona de la figura 29,
perteneciente a la oliva superior; la imagen resulta en conjunto
tipica si comparamos la distribucién presindptica con la que se
obtenfa de la microscopia éptica, y el tipo pequefioc de botén
vendrfa a coincidir con las pequefias terminaciones que se ob-
servan en esta zona. Con todo, es posible que hayamos tomado
una neurona de una parte no muy central en la oliva, mds bien
de su zona limitante, y por ello la figura ofrezca dificultades
para una observacién totalmente clara.

En cuanto a las imdgenes pertenecientes al tubérculo cuadri-
gémino, volvemos a observar densidad en sus neuronas, con es-
casez de estructuras de cardcter sindptico en torno a los somas
celulares y una buena cantidad de elementos fibrilares y gliales
en el conjunto.

Por 1ltimo, las observaciones realizadas en los elementos ce-
lulares taldmicos nos ofrecen una estructura tipica de neuronas
con pequefias o escasas terminaciones en su superficie, pero
rodeadas de un denso neuropilo, en el que se observan diversos
elementos de indole protopldsmica y fibrilar, con muy numerosos
contactos entre todos ellos, y que recuerdan a los tipos encontra-
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dos en la microscopia 6ptica. El nimero de fibras mielinicas es
aqui muy escaso, siendo ésta una circunstancia que también con-
cuerda con las imdgenes encontradas a la observacién foténica.
Estas caracteristicas que acabamos de describir podemos obser-
varlas en las figuras 30 a 32.
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COMENTARIO

En la obtencién de imidgenes demostrativas del saco presinap-
tico con las técnicas de impregnacién argéntica resulta funda-
mental, como ya han demostrado otros autores, la buena prepara-
cién del tejido (Bodian, 1938; Ha, 1966; Hinojosa y Robertson,
1967, etc.). En cualquier técnica histolégica ya se sabe que es
fundamental la buena preparacién tisular; pero en el caso de
terminaciones nerviosas, tanto si la observacién va a ser con
microscopfa Gptica como si lo va a ser con la electrénica, la
estructura es tan delicada y tan habil para sufrir alteraciones que
de la buena conservacién del tejido depende una especie de «todo
o nada» en la utilidad de las imdgenes obtenidas. La fijacién es
conveniente que se haga lo mds rdpidamente posible, sin producir
retracciones, sin extraer o alterar los elementos propios del saco
presindptico y respetando en lo posible una impregnacién tanto
de los elementos fibrilares como de los neuropldsmicos. En este
tltimo sentido es donde se encuentra la mayor dificultad por-
que, como ya sabemos, los métodos de impregnacién argéntica
suelen ser fibrilares o protopldsmicos, pero resulta dificil con-
jugar las dos cualidades. Nuestro método cuenta con dificulta-
des como tantos otros, pero tal vez ofrece esa ventaja de conju-
gar, hasta un cierto grado aceptable, apetencias de impregnacién
tanto neurofibrilares como protopldsmicas. Creemos que el be-
neficio protopldsmico se obtiene gracias al glutaraldehido y al tar-
trato, v los beneficios fibrilares, gracias al glutaraldehido y al
cromo. La mezcla por nosotros utilizada actia como mordiente,
preparando el tejido para la ulterior impregnacién por la solu-
cién argéntica. Con este método se impregnan, como puede ob-
servarse en las distintas figuras, tanto fibras mielinicas como
amielfnicas, tanto somas neuronales como dendritas o axones.
Todo ello facilita el que, en aquellos lugares en que las neuronas
son de tamafio considerable y se encuentran separadas por con-
siderable cantidad de fibras mielinicas, resulten relativamente
aisladas, con un escaso neuropilo y en condiciones de permitirnos,
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por tanto, observar sobre ellas con mds claridad los botones si-
nédpticos; tal situacién es la que ofrecen generalmente las neuro-
nas mesencefélicas y romboencefdlicas y, si a ello afiadimos el
que en estos niveles los botones sindpticos suelen ser de mayor
tamafio y rodeando en un porcentaje elevado la superficie somdti-
ca y dendritica, comprenderemos el porqué en estas zonas los he-
mos podido demostrar mds ficilmente. Estas consideraciones que
venimos haciendo son precisamente las que determinan la dificul-
tad que encontramos para detectar las mismas estructuras a nivel
de la sustancia gris cerebral y de aquellos otros lugares, como
el tubérculo actstico o los tubérculos cuadrigéminos, en los que
el nimero de fibras mielinicas es més escaso, los contactos sindp-
ticos son mds frecuentes entre las prolongaciones celulares, que
con el soma neuronal, y los engrosamientos correspondientes al
botén sindptico, son de pequefio tamafio; este Gltimo hecho ya
fue comentado por de Robertis en 1963, al decir que la sinapsis
en la corteza cerebral, por temer unas dimensiones medias de -
0,5 micras, no puede verse en microscopfa éptica y con las im-
pregnaciones argénticas. Con todo, y como puede apreciarse en
alguna de las figuras aqui presentadas, sobre fibras en corteza
cerebral, vemos a lo largo de las mismas pequefas dilataciones
que podrian representar los lugares de contacto, por lo que no
podemos negar si modificaciones del método podrian terminar
proporciondndonos la demostracién de estructuras sindpticas a
nivel de corteza y a la observacién éptica.

Armstrong y colaboradores (1956) creen que con su método
tifien mitocondrias; Rasmussen (1957) afirma que el suyo no
tine fibras, pero si casi todas las terminaciones, con lo que se
deduce que su método ha de ser protopldsmico. Nuestro método
tendrfa que ser, como ya hemos dicho, en parte fibrilar y en parte
protopldsmico; el hecho de que se impregnen, junto con los de-
miés elementos del tejido, los somas y dendritas neuronales, habla
de una apetencia tanto por las fibrillas y mielina como por los
demds elementos citopldsmicos del pericarion.

Como dijimos al describir la técnica, el tiempo éptimo para
poner de manifiesto las estructuras sindpticas es en nuestro caso
de alrededor de una semana después de iniciada la fijacién, pues
la degeneracién y disminucién del nimero de estructuras de-
mostrables, como también han observado, entre otros, Majo-
row (1960) y Boyott y colaboradores (1961), hacen que poco
a poco la imagen vaya resultando menos especifica o clara.

Microscopta éptica: Las imdgenes obtenidas por nosotros no
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difieren en forma global de las descritas por otros autores como
Bodian (1938), Barr (1939), Knoche (1961), Hatrinson y Warr
(1962), etc. De ello se deduce que nuestras estructuras se corres-
ponden con las que a lo largo de la literatura se han venido cata-
logando como los elementos efectores del sistema nervioso. En
nuestro caso, lo que si observamos es mayor ntimero y claridad
en las imdgenes, que las que corrientemente se obtienen con
otros métodos. El nimero de fibrillas no es tan abundante y
nitido como el que se puede conseguir con un Bielschowski, pero
los botones se muestran con mds facilidad de impregnacién y me-
nos enmascarados por las fibras. Respecto al nimero de termi-
naciones demostradas, creemos que si bien son abundantes, tal
vez en algunos casos no serfan todas las existentes en el corte.
Armstrong y colaboradores (1956) las ven en su trabajo por toda
la superficie celular; Rasmussen (1957), llendndola completa-
mente, vy de Robertis (1963), tras la observacién electrénica,
opina que una pirdmide de la corteza puede tener hasta 10.000
contactos. Es cierto que nosotros también hemos observado que
los botones ocupan gran parte de la superficie celular, pero ello
varfa en nuestras imdgenes de unas neuronas a otras, segin el
corte sea tangencial a la superficie somdtica o que corte trans-
versalmente la neurona; en el primer caso se ven sobre ella; en
el segundo, formando corona alrededor de la membrana plasma-
tica. Pero ademds creemos que el nimero varia de unas neuro-
nas a otras, por el hecho de que neuronas pertenecientes a una
misma region suelen ofrecer la misma frecuencia o facilidad para
dejar demostrar sobre ellas los elementos efectores, mientras en
neuronas de otros lugares suelen escasear mds. Ello, como co-
mentaremos posteriormente, puede apreciarse también en la ob-
servacién electrénica. Por todo ello creemos que si autores como
Majorow (1960) encuentran dos tercios de la superficie celular
cubiertos por los efectores terminales en material vivo y un tercio
tras las alteraciones cadavéricas, y otros como Illos (1964) creen
que la superficie cubierta viene a ser de un 50 a un 70 por 100
de la superficie neuronal v dendritica, son cifras que varfan de
unas neuronas a otras y valen para tal o cual determinado estudio,
pero no con caricter general.

En cuanto a los tipos o formas que a la observacién éptica
nos ofrece la imagen del saco presindptico, vemos que existe
una notable variedad. Segiin Mc Lennan (1963), se deben a
Cajal los 11 tipos descritos de formas axodentriticas v axosomdti-
cas. Cajal (1933), en su maravillosa obra ¢/Neuronismo o reticu-
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larismo?, nos hace una detallada descripcién de los diversos tipos
de estructura sindptica por él observados y ciertamente pueden
contabilizarse numerosas formas. Si atendemos a cada una de
las pequenas variaciones que pueden presentarse, podemos llegar
a contabilizar como Blackstad y colaboradores (1961) hasta 27 ti-
pos diferentes; pero en la clasificacién de tipos o formas sindp-
ticas, el mejor criterio seria tal vez, siguiendo a Cajal, hacer
una clasificacién amplia, fijindose mds en la forma especial de
establecerse el contacto y en la posible significacién fisiolégica,
que en las caprichosas variaciones de contorno que pueden obser-
varse en tal o cual conjunto. Existen, pues, variedades, pero ba-
sadas en diferencias significativas de regién y de posible funcién,
méds que en la pequefia diferencia de contorno que pueda ofre-
cernos tal o cual botén. En esta forma de pensar coincidimos
con Kirsche (1954), cuando, comentando a Jabonero (1953),
sefiala con él el indeterminismo morfolégico que existe sobre la
formacién sindptica (aunque el comentario de éstos se refiera al
sistema nervioso periférico).

En nuestros preparados encontramos terminaciones o con-
tactos axosomdticos y axodendriticos, como se puede observar
en las figuras presentadas; contactos axoaxénicos resulta muy
dificil de poder asegurar. Los botones se muestran como estruc-
turas con aspecto terminal o «en passant»; en este tltimo caso,
el saco presindptico aparece mds claramente como un engrosa-
miento en el trayecto de una fibra v suele mostrar forma de
huso. Légicamente, aunque las imdgenes de impregnacién pue-
dan representar lo contrario, el nimero de botones terminales
ha de ser mucho menor que el de formas de transicion o de .
paso. Lo que puede ocurrir es que, por defecto de impregnacién
o de fijacién, dado lo delicado de las técnicas, las finas fibras
que conectan dos o mds husos o engrosamientos no se hayan
tefiido, y entonces, falsamente, consideremos como terminales
estructuras que en realidad no lo son. Cuando la imagen es sufi-
cientemente buena, lo cual no quiere decir que no ofrezca ciertas
dificultades para poder ser fotografiada, observamos cémo el
numeroso cimulo de engrosamientos presindpticos aparecen en-
redados con fibras que dan un aspecto reticular terminal, sin que
queramos darle a la palabra ningtin sentido funcional o de total
continuidad. Es también de resefiar que los anillos presindpticos
ofrecen una forma regular que muestra ser mds terminal o desli-
gada de continuacién que de paso, por lo que, si bien creemos
que estas estructuras corresponden realmente a formas de sinapsis,
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puede ser, sin embargo, que se trate de elementos en posible via
de degeneracién y, por ello, se muestren frecuentemente como
terminales. Por nuestras observaciones, el que una estructura
aparezca como anillo, como botén denso o como huso, no nos
ofrece ninguna diferencia tipoldgica, y, salvo que en el futuro
pudiera asigndrseles alguna diversidad funcional, creemos que
se trata de variaciones de presentacién de elementos cuando
menos andlogos, posiblemente iguales. Otra significacién puede
tener el tamafio, pues ciertamente las diferencias a veces obser-
vadas son tan llamativas, que tal diversidad bien pudiera tener
una significacién funcional. Podria pensarse que diversidad en la
situacién del corte histolégico determinara variaciones en la pre-
sentacién del tamafio de una misma estructura, pero cuando deci-
mos variacién del tamafio no nos referimos a comparar dos y
tinicamente dos determinadas formas presindpticas, sino a la va-
riacién general que ofrece el tamafio de estas terminaciones, de
unas regiones a otras o en neuronas o formas especiales dentro
de una misma regién; dicho de otro modo, nos referimos a varia-
ciones de tamafo establecidas de modo suficiente o estadistico.
Por qltimo, juzgamos como diferencia, aunque sea sélo estructu-
ral, pero digna de ser tenida en cuenta, la variedad que ofrecen
los elementos efectores, si es de manera constante, en las dis-
tintas regiones del sistema nervioso central. Asi, son muy dis-
tintos desde un punto de vista global los tipos observados en el
nicleo coclear que los que terminan en la oliva, las formas obser-
vadas en los nucleos preolivares o las numerosas y libres estruc-
turas que nos muestran las distintas regiones taldmicas.

Microscopia electrénica: Con la observacion electrénica hemos
podido comprobar todas o casi todas nuestras observaciones,
que ya hemos relatado en la microscopia éptica. Ello resulta un
apoyo para el juicio sobre la nobleza de la técnica de impregna-
cién argéntica y al mismo tiempo una coincidencia que apoya y
amplia (en tanto en cuanto sean equiparables ambos procederes)
las observaciones y argumentos que se expongan.

A la microscopfa electrénica, tal y como ya han apuntado nu-
merosos autores (Colonnier y Guillery, 1964; Bogolepov, 1966;
Westrum, 1966), pueden observarse en principio formas axo-
dendriticas, axosomdticas y axoaxénicas. Algunos, como Elf-
vin (1963), han encontrado en ganglios contactos dendrosomdti-
cos y dendrodendriticos; estas formas tal vez sean mds comunes
de lo que se cree, pero pasan desapercibidas, por la dificultad
que muchas veces ofrece la identificacién o diferenciacién entre
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una dendrita en su zona distal y un ax6n. En nuestras imdgenes
se observan fundamentalmente formas axosomdticas y axoden-
driticas, y en algunas figuras, como las correspondientes a las
observaciones realizadas en el tdlamo, parecen observarse con-
tactos entre prolongaciones de tipo vario, axdnico y dendritico,
escaseando mds las axosomdticas.

Como ya dijimos al describir las observaciones, hemos encon-
trado variaciones de tamafio y constitucidn, que algén signifi-
cado deberdn tener, como ya apuntamos anteriormente al hablar
de las observaciones épticas. Recordemos que vefamos un tipo 1,
grande y no muy denso; un tipo 2, pequefio, denso y cargado
de vesiculas, y un tipo intermedio 3, denso, irregular y de as-
pecto parecido al citoplasma de la neurona. Esta diversidad de
tamafio y constitucién, especialmente resefiada por nosotros para
el nicleo coclear, ha sido resefiada por otros autores en otros
lugares, Colonnier y Guillery (1964), en geniculado lateral; Majo-
rossy y colaboradores (1964), en pulvinar. El hecho coincide con
lo descrito para los preparados estudiados mediante la impreg-
nacién argéntica. Ademds, y como observdbamos en las figuras
que mostraban los cdlices de Held (a nivel del niicleo central
coclear o del cuerpo trapezoide), podemos ver la semejanza entre
la observacién éptica y la electrénica, cuando apreciamos en las
figuras correspondientes a esta tltima los grandes y claros tractos
que corren por la superficie o casi la superficie neuronal y, en
alglin caso, demuestran hasta abrazarla.

También las diferencias generales observadas en la micros-
copfa dptica se hacen patentes a la imagen electrénica. Asi vemos
cémo, de las distintas zonas estudiadas, las formas mayores de
sacos presindpticos corresponden a las que encontramos a nivel
de la zona ventral del nicleo coclear v precisamente entre neuro-
nas que se encuentran rodeadas por numerosas fibras mielinicas
(mucho més patentes en los preparados que en el reducido espa-
cio de cada figura). Indudablemente, estas grandes formas sindp-
ticas no siempre son cortadas en los finos cortes del ultramicro-
tomo en su seccién longitudinal, y por ello muchas de las veces
las sorprendemos en cortes transversales; el tamafio transversal
se revela l6gicamente como menor, pero la constitucién interior
nos revela la semejanza. Estos grandes efectores muestran varios
puntos de actividad o densificaciones de la membrana y suelen
dejar muy poco espacio libre entre ellas y la membrana plasmé-
tica neuronal; la situacién se presenta al revés que como ocurre
con las formas que hemos descrito del tipo 3, que también
14
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hacen varios contactos con diversas densificaciones, pero que
dejan con frecuencia espacios entre las dos membranas sindpticas,
o puentes entre los que se interponen elementos gliales, como
ya en otros casos habian resefado Weber (1952), de Robertis
(1963), etc. En ningiin caso, y como ya apuntaron Causey y Hoff-
mann (1956), hay interposicién de glia en el lugar del contacto.

En las zonas de los cilices de Held no observabamos estruc-
turas botonosas sobre las neuronas, y aquf, a la imagen electré-
nica, vemos, al examinar las figuras correspondientes, que los
botones o sacos presindpticos son muy pequefios cuando existen
y se encuentran por debajo de los grandes tractos del cdliz. En
otras zonas, en que también nos era dificil demostrar con la
impregnacién argéntica estructuras sindpticas, como en los tu-
bérculos cuadrigéminos, también encontramos dentro de un me-
nor nimero de contactos axosomdticos formas de menor tamafio,
hecho que coincide con algunas observaciones de otros autores
como Artyukhina (1966), Kurtz (1964), etc. En ocasiones pode-
mos, sobre todo a nivel de los tubérculos cuadrigéminos, obser-
var botones de mayor tamafio; este hecho no debe extrafiarnos
porque, como ya dijimos en los tubérculos cuadrigéminos, se
aprecian a la imagen dptica estructuras sobre los somas neurona-
les que podrian representar efectores sindpticos y que deben de
existir, pero que, dada la gran cantidad de fibras de esta regi6n,
quedan veladas o dificultadas para una clara visién al microsco-
pio electrénico (aparte se ha de tener en cuenta la posibilidad
de que, por cualquier otra razén técnica, no hayamos podido de-
mostrar terminaciones en esta region).

Por dltimo, y en las obsetvaciones realizadas a nivel del tila-
mo, hemos podido igualmente comprobar que el nimero de con-
tactos es mds abundante entre axones y dendritas que sobre so-
mas neuronales y que, como Colonnier vy Guillery (1964) en-
contraron en geniculado lateral y Majorossy (1966) en pulvinar,
hay diversas formas de efectores grandes y pequefios, y que,
como Majorossy vio en pulvinar y nosotros hemos recogido en
nuestra figura 32, hay formas dendriticas que hacen contacto si-
multdneo con otras varias estructuras, y a su vez éstas pueden
mostrar contactos con otros elementos vecinos. Igualmente apre-
ciamos c¢émo los distintos elementos efectores y receptores de
esta regién muéstranse de un tamafio v tortuosidad que recuerda
los densamente impregnados elementos de las imdgenes del 6p-
tico, en un denso neuropilo con relativamente poca abundancia
de neuronas.
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RESUMEN

En el presente trabajo se ha realizado un estudio de las estruc-
turas sindpticas en los distintos niveles romboencefélicos, mesen-
cefdlicos, diencefdlicos y telencefdlicos del gato. Para ello se ha
empleado la técnica del «glutaraldehido, tartratocromo, nitrato
de plata» para las observaciones que se han realizado con mi-
croscopia éptica, y las técnicas generales de fijacién e inclusién
para las observaciones que hemos realizado en microscopia elec-
tronica. Se ha utilizado como elemento de observacién la via
acustica; realizindose a lo largo de ella y en sus diversas zonas
de relevo los estudios de los elementos neuronales y botones
presindpticos, habiéndose estudiado simultineamente, cuando se
ha creido oportuno, otras regiones del sistema nervioso central
que pudieran resultar de utilidad.

Los hallazgos encontrados con los dos tipos de observaciones,
las hechas con el microscopio Gptico y el electrénico, son equipa-
rables y pueden resumirse como la observacién de distintos tipos
sindpticos en las distintas zonas o regiones estudiadas; diversi-
dad de tamafio de los sacos presindpticos; variaciones en su ma-
nera de contactar con las distintas neuronas y asiduidad del tipo
dentro de cada regién. Otros detalles de interés y particularidades
sobre el tema son resefiados en las observaciones y comentarios
que sobre el mismo se hacen en sus apartados correspondientes
dentro de este trabajo.

Fundacién Juan March



BIBLTOGRAFIA

Armstrong, J., K. C. Richardson y J. Z. Young: Staining neural end feet
and mitochondria after postchroming and carbowax embedding. «Stain
Techn», 31: 263, 1956.

Artyukhina, N. I.: Structure of synapses in rat motor cortex. «Fed. Proc.»
(Transl. Supl.), 25: 559-64, 1966.

Barr, M. L.: Some obrerm.'rom on the morpboiogy of the synapse in the
cat :pmai cord. «]. Anat», 74: 1, 1939.

Blackstad, Th. W., y A. K;aerhen:n Spacmf Axo-Dendritic Synapses in the
Hippocampal Cortex: Electron and Light Microscopic Studies on the Layer
of Mossy Fibers. «]. Comp. Neurol.», 117: 133-159, 1961.

Bodian, D.: The Structure of the vertebrate Synapse, etc. «J. Comp. Neurol.»,
68: 117-159, 1938.

Bogolepov, N. N.: Structure of synapses in brain-stem reticular formation.
«Fed. Proc.», 25: 91923, 1966.

Boycott, B. B., E. G. Gray y R. W. Guillery: Synaptic structure and its
alteration with environmental temperature: a study by light and elec-
tron microscopy of the central nervous system of lizards. «Proc. Roy.
Soc» (Londres), 154: 151-172, 1961.

Causey, G., y H. Hoffmann: The ultrastructure of the synaptic area in
the superior cervical ganglion. «]. Anat.», Londres, 90: 502-507, 1956.

Colonnier, M., y R. W. Guillery: Symaptic Organization in the lateral ge-
niculate nucleus of the monkey. «Zeitschr. f. Zell.», 62: 333-355, 1964.

Elfvin, L. G.: The Ultrastructure of the Superior Cervical Sympathetic
Ganglion of the cat. 1. The Structure of the Ganglion Cell Processes
as studied by serial sections. «]. Ultrastr. R, 8: 403-440, 1963

Harrison, J. M., y W. B. Warr: A Study of the Cochlear Nuclei and Ascend
ing Auditory Pathways of the Medulla. «]. Comp. Neurol», 119:
341, 1962.

Ha, H.: A Modified Golgi-Cox Method with Counter-stain for the Study
of synapses. «Anat. Recr, 153: 59-64, 1966.

Hinojosa, R., y J. D. Robertson: Ulirastructure of the spoon type synaptic
endings in the nucleus vestibularis tangentialis of the chick. «]. ;
Biol.», 34: 421430, 1967.

Tllis, L.: Spinal Cord Synapses in the Cat: The normal Appearances by
the Light Microscope. «Brain», 87: 543-554, 1964.

Kirsche, W.: Synaptische Formationen im Ganglion stellare des Menschen.
«Jshrb f. Morph. u. Mikr. Anat», 60: 399463, 1954.

Knoche, H.: Morphologisch.—Experimenteller Beurag zum  lichtmikros-
lzap;scben Bau des vegetativen Nervensystems. «Zeits, f. Zellforsch.»,
54: 207-237, 1961.

Fundacién Juan March



Bibliografia 213

Kurtz, S. M:: Electron Microscopic Anatomy. Academic Press, Nueva
York y Londres, 1964.

Mcdlrewaln9:6 Synaptic Transmission. W, B. Saunders Co., Filadelfia, Lon-

S, 3.

Majorossy, K., M. Réthelyi y J. Szentdgothai: The large glomerular Synapse
of the Pulvinar. «]. f. Hirnforsch.», 7: 415432, 1964,

Majorow, V. N.: Newe Angaben diber den Aufbau der lebenden und abster-
benden Neurone sowie der interneuronalen Verbindungen. «Zeitsch. f.
Mikr. Anat. Forsch.», 66: 225-235, 1960.

Majorow, V. N.: Uber die Dinamik der lebenden interneuronalen Verbin-
dungen (Synapsen) unter experimentellen Bedingungen. «Zeits. f. Mikr.
Anat. Forsch.», 66: 266-289, 1960.

Ramén vy Cajal, S.: ¢/Neuronismo o reticularismo? Las pruebas objetivas
de la unidad anatémica de las células nerviosas. «Arch. Neurobiol.»,
vol. XIII, 1933.

Ramén y Cajal, S.: Les preuves objetives de I'unité anatomique des cellu-
les nerveuses. Trab. Lab. Invest. Biol. Univ. Madrid, 29: 1-137, 1934.

Ramén y Cajal, S.: Histologie du systéme nerveux de [U'bomme et des
vertebrés. C. 8. 1. C., Madrid, 1955. T. L

Rasmussen, G. L.: Selective Silver Impregnation of Synaptic Endings.
New Research Technigues of Neuroanatomy. C. C. Thomas, Springfield,
Illinois, 1957.

De Robertis, E.: Ultrastructure and chemical organization of synapses in
the Central Nervous System. Brain Function, M. A. B. Brazier, Univer-
sity of California Press, 1963.

Sterling, P., y H. G.JI. M. Kuypers: Simultaneous demonstration of nor-
mal boutons and degenerating nerve fibres and their terminals in the
spinal cord. «J. Anatw», 100: 723, 1966.

Weber, A.: Instabilité des terminaisons nerveuses dans les synapses intra-
cellulaires du systéme végétatif. «Comp. rend. des Séances de la Soc
de Biol.», 146: 813, 1952.

Westrum, L. E.: Synaptic contacts on axons in the cerebral cortex. «Natu-
re» (Londres), 210: 128990, 1966.

Fundacién Juan March



Fundacién Juan March



SINERGISMO ENTRE LAS HORMONAS TIROTROPA,
SOMATOTROPA E INSULINA EN REGULACION
DE LA FUNCION TIROIDEA

por Marfa Dolores Garcia Garcia
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CLAVE

Animal T = Animal tiroidectomizado.

TSH = Hormona tirotropa.

GH = Hormona de crecimiento.

FSH = Hormona estimulante del foliculo.

ICSH = Hormona estimulante de la célula intersticial.
L-T; = Levo-tiroxina.

T.| = Timxiﬂa.

T:* = Tiroxina radiactiva.

T; = Triiodotironina.

T; * = Triiodotironina radiactiva.

I" = Ion ioduro.

I1#* = Jodo radiactivo.

Un McKenzie = valoracién biolégica de TSH segiin la técnica de McKenzie,
Ag = antigeno.

Ag* = antigeno marcado.

Ac = Anticuerpo especifico.

Ag *-Ac = Complejo antigeno-anticuerpo.

Std. = Solucién patrén.

Inyeccién iv. = Inyeccién intravenosa.

Inyeccién ip. = Inyeccién intraperitoneal.
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La existencia de un mecanismo de interregulaciones funciona-
les entre el tiroides y la hipéfisis es bien conocido desde muy
antiguo. Ya Niépce (1) en 1815 hizo la observacién del aumento
del tamafio de la hipéfisis en una serie de cretinos bociosos.

Esquemdticamente se puede decir que, en condiciones nor-
males, si el tiroides no produce una cantidad de hormona sufi-
ciente para los requerimientos metabdlicos del animal, la hipéfisis
segrega una mayor cantidad de hormona tirotropa (TSH), que,
a su vez, estimula el tiroides a producir y segregar méds hormona.
Por el contrario, si la cantidad de hormona tiroidea en el orga-
nismo es superior a los requerimientos fisiolégicos hay una inhi-
cién de la secrecién y sintesis de TSH por la hipéfisis, lo que
da lugar a su vez a una inhibicién del tiroides.

Estos hechos llevaron a Hosking (2) a enunciar en 1949 la
teorfa de las interrelaciones hipéfisis-tiroides; segiin esta teorfa,
existe entre ambas glindulas un mecanismo de autorregulacion
negativa (o feedback), en el que el nivel de hormona tiroidea
circulante desempeiia el papel de regulador.

A favor de esta teoria cldsica estdn los siguientes hechos:

1. La tiroidectomia va seguida de una brusca caida en el
nivel de hormona tiroidea circulante y de un aumento
del TSH circulante acompafiados de cambios tipicos de
la citologfa hipofisaria (aparicién de «células de tiroi-
dectomian).

2. La administracién de tiroxina a un animal T en cantida-
des eumetabélicas da lugar a una normalizacién tanto del
nivel de T, en sangre como de la concentracién de TSH
circulante y de la histologia hipofisaria.

3. Si a un animal T o intacto se le suministran cantidades
de T, superiores a las fisiolégicas, aumenta el nivel de
hormona tiroidea y disminuye la concentracién de TSH
en sangre (3), al mismo tiempo que la citologia hipofisaria
muestra una inhibicién de las células tirotropas.

4. Cuando se descubrieron los antitiroideos de sintesis (4),

Fundacién Juan March



La regulacién de la funcion tiroidea 219

se observé que producian una hiperplasia de la glandula,
ya que impiden la sintesis de hormona tiroidea. El TSH
aumenta y aparecen alteraciones hipofisarias comparables
a las de la tiroidectomia (5).

Sin embargo, esto no estd de acuerdo con la observacién de
que el tamafio del tiroides de animales intensamente hipotiroi-
deos es mds pequeiio que el de animales que padecen una defi-
ciencia algo mds leve en hormonas tiroideas. Esto se interpretd
como indicio de que, en condiciones de extremada deficiencia
de hormonas tiroideas, la hipéfisis acaba agotdndose y no puede
ya mantener niveles altos de TSH circulante. Pero no se midie-
ron directamente las cantidades de TSH en plasma e hipéfisis,
sino que se dedujo que habia estos cambios de TSH circulante
a partir exclusivamente de los cambios observados en el peso
del tiroides.

Al presentar la Memoria nos proponiamos investigat la posi-
bilidad de que, en casos de hipotiroidismo extremo, el tiroides
no puede responder a este estimulo mdximo aunque el nivel de
hormona tirotropa fuese tan elevado como correspondia debido
a que, en dicha situacién endocrina, los niveles de otras hormo-
nas circulantes son inadecuados.

Ya en 1950 Simpson y colaboradores (6) demostraron que si
se tiroidectomizaba a una rata muy joven adecuadamente, al cabo
de un mes, aproximadamente, dejaba de crecer. Ademds del tipico
aspecto de las «células de tiroidectomia» que se encuentran en
la hipéfisis de las ratas T, la alteracién del crecimiento va acom-
pafiada de una degranulacién de las células acidéfilas de la hipé-
fisis, secretoras de la hormona de crecimiento GH (7). Por lo tanto,
los niveles de GH en la hipéfisis de ratas tiroidectomizadas se
hacen inapreciables (8). Hay, ademds, una desaparicién de todas
las otras hormonas tréficas estudiadas, excepto el TSH. Por lo
tanto, el hipotiroidismo extremo va acompafiado de un estado
endocrino parecido al que acompafia a una adenohipofisectomia
en cuanto se refiere a todas las hormonas de la adenohipéfisis,
exceptuando el TSH. La administracién a dichos animales de T,
en dosis que son insuficientes para normalizar el metabolismo
del animal y hacer decrecer sus altos niveles de TSH, revierte
el cuadro, iniciando y normalizando el crecimiento del animal
y normalizando también la funcién hipofisaria en cuanto a sinte-
sis v secrecién de GH, FSH, ICSH y ACTH se refiere (8).

Por supuesto, tratindose de ratas T, no se podia conocer
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cémo hubiera respondido el tiroides a un aumento del TSH
circulante, acompafiado de tan intensa disminucién en la secre-
cién de las hormonas adenohipofisarias y de las glindulas depen-
dientes de la hipéfisis. En nuestro laboratorio hemos conseguido
producir una situacién de extrema deficiencia en hormona tiroi-
dea sin necesidad de tiroidectomia quirtirgica. Para ello se coloca
a los animales a una dieta pobre de iodo y con CIO,K al
1 por 100 en el agua de beber, empezando pocos dias después
del destete. Los niveles de hormonas tiroideas circulantes bajan
entonces en pocos dias a niveles no detectables y, en menos de
un mes, dejan de crecer los animales, El tiroides, aunque sufre
una hipertrofia compensadora, no aumenta de peso tanto como
era de esperar por los niveles muy altos de TSH que deberfan
inducirse por los muy bajos niveles de hormonas tiroideas. La
banda correspondiente a la GH en hipéfisis desaparece en los
geles de poliacrilamida tras electroforesis en disco (9). La insu-
lina en plasma baja hasta niveles casi no detectables con el radio-
inmunométodo. Todo este cuadro cambiaba con sélo administrar
0,2 pg de L-T*/100 gr. de peso y dia durante 10-15 dias: se
inicia nuevamente el crecimiento, reaparece la banda de GH en
hipéfisis y se observa, asimismo, una subida de la insulina plas-
mitica, Paradéjicamente, todo esto va acompafiado de un aumen-
to del tamafio del tiroides (10), en vez de la disminucién prevista
por el mecanismo cldsico «feed-back» de las interrelaciones hipé-
fisis-tiroides. Estos datos pueden interpretarse de varias maneras.
Las dos mds probables serin:

a) Que la inyeccién de pequefias dosis de T, a animales
intensamente hipotiroideos ocasiona un aumento de los niveles de
TSH en plasma, en vez de una disminucién.

b) Que dicha inyeccién de T, en pequefas dosis no au-
menta los niveles de TSH circulante, pero si los de otras hor-
monas (como GH, insulina, etc.), permitiendo esto una mayor
respuesta del tiroides a los altos niveles del TSH circulante.

Para poder dilucidar entre ambas posibilidades, se requiere
poder valorar las hormonas indicadas en animales intensamente
hipertiroideos y en aquellos en los que dicha situacién se alivia
parcialmente por la administracién de pequefas dosis de L-T,.

La determinacién cuantitativa de hormonas tiroideas en plas-
ma y tiroides se hace de modo rutinario en nuestro laborato-
rio (11).

La insulina plasmitica se mide por el radioinmunométodo
inicialmente descrito por Hales y Randle (12) empleando el anti-
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suero, suero precipitador y hormona marcada procedentes del
Radiochemical Center de Amersham, Inglaterra.

Para valorar TSH usamos la técnica modificada de McKen-
zie (13) que mds adelante se describe con detalle y que mide
el aumento de radiactividad en sangre tres horas después de una
inyeccién i.p. de la solucién patrén de TSH o de la muestra
a valorar. También valoramos TSH por el bioensayo de Kirk-
ham (14) que emplea tejido de cobaya; pero, tanto la una como
la otra, podrian darnos resultados falsos si en la muestra hu-
biese otras hormonas que potenciaran la respuesta biolégica al
TSH. La tinica manera de soslayar estos inconvenientes es valo-
rar TSH y GH usando radioinmuncensayos. Puede decirse que
el trabajo principal de la investigacién propuesta en la Memoria
presentada para la obtencién de una Beca March ha sido llegar
a montar estos inmunométodos y mejorar la valoracién bioldgica
de MacKenzie. Se presentan los resultados obtenidos en el mon-
taje de estos métodos y en varios grupos experimentales.
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VALORACION BIOLOGICA DE TSH

Se sigue la técnica de McKenzie (13, 14), que estd basada
en lo siguiente:

Se sabe que una de las acciones mds directas del TSH es la
de estimular la secrecién de compuestos iodados por el tiroides.
El iodo que sale de la glindula lo hace en forma de T,, T, y I—,,
principalmente. Si los compuestos iodados del tiroides estdn mar-
cados con iodo radiactivo, hay una secrecién constante de com-
puestos también radiactivos a la sangre. Un aumento del TSH
exdgeno dard lugar a un aumento del I * que abandona la glén-
dula y pasa a la sangre. Efectivamente, cambios en la velocidad
de desaparicién del I * del tiroides de ratas, cobayas, conejos
y otros animales se han usado mucho para detectar cambios en
la secrecién endégena de TSH. De la misma manera podriamos
usarlos para detectar cambios debidos a la inyeccién de TSH exd6-
geno. Para esto dltimo conviene, sin embargo:

a) inhibir la secrecién endégena de TSH, para que posi-
bles cambios en ella no interfieran o enmascaren los debidos sélo
al TSH exégeno;

b) usar animales de laboratorio cuyos tiroides son sensibles
al TSH, pero que sean lo mis pequefios posible para que la
cantidad de muestra biolégica a inyectar no sea excesiva. No
debe olvidarse que, con frecuencia, la cantidad de la muestra
a analizar de que uno dispone es muy pequefia. Es importante
ademds que sean animales que puedan manejarse en gran ndme-
ro, pues conviene tener de 5 a 10 animales por cada dilucién de
la muestra a analizar;

c) poder detectar el aumento de la secrecién de compuestos
radiactivos, usando muestras de sangre, y no tener que realizar
mediciones de curvas individuales de desaparicién de iodo radiac-
tivo en el tiroides en un nimero grande de animales.

Por cumplir estos requisitos es por lo que la técnica de
McKenzie (13) ha tenido la difusién v utilidad que actualmente
tiene.

Fundacién Juan March



La regulacion de la funcion tiroidea 223

Su realizacidon requiere los siguientes pasos:

I) Los ratones de unos 15 gr. de peso se mantienen a dieta
pobre en iodo durante unos 10 a 15 dias. La finalidad de esto es
la de aumentar el tanto por ciento de la dosis de I * que serd
luego captado por la glindula y la actividad especifica de los
compuestos iodados del tiroides.

I1) Al cabo de este tiempo se les inyecta una dosis de I *
suficiente para que el I * tenga la mdxima actividad especifica en
el tiroides, sin que se dafie radiolégicamente la gldndula (13, 16).

IIT) Inmediatamente se inhibe la secrecién endégena de TSH
mediante la administracién de T, (10 a 20 pg) y, luego, la adi-
cién de polvo de tiroides a la comida, o la inyeccién de 10 pg
de T, cada dos dias (17).

IV) Al cabo de varios dias se toma una muestra de sangre,
cuya radiactividad se considera como «basal». Se inyecta iv. o
i.p. la muestra que coniene TSH. Al cabo de 2 horas (tras inyec-
cién i.v.) o de 3 horas (tras inyeccién i.p.) (17), se saca otra
muestra de sangre de igual volumen que la primera. El aumento
de radiactividad es proporcional a la dosis de THS inyectada (la
relacién es lineal en funcién del logaritmo de esta concentracién).
Esta «respuesta» se suele expresar en tanto por ciento de au-
mento sobre el valor de la radiactividad basal, tomando a esta
dltima como 100 por 100.

Esta técnica se ha empleado en numerosos laboratorios, in-
cluido el nuestro, dando resultados muy dtiles. Sin embargo, es
la experiencia de todos que cada lote de ratones es «distinto».
Con esto, en realidad, lo que se quiere decir es que con una
misma dosis de TSH se obtienen respuestas de intensidad muy
variable de un lote de animales a otro. Los datos son ademis
muy variables también dentro de un mismo lote de animales,
Ambos inconvenientes merman la utilidad de esta técnica, que,
a pesar de todo, es la que se emplea actualmente para bioensayos
de TSH.

Por este motivo se han realizado varias investigaciones enca-
minadas a corregir dichos inconvenientes. Se ha probado si unas
cepas de ratones dan resultados mds consistentes (18), y, tam-
bién, se ha intentado ver la manera matemdtica de expresar la
respuesta, y el tipo de andlisis de varianza con que mejoran los
datos obtenidos, sin demasiado éxito. McKenzie (15) también
comenté que no se conseguia mejorar el bioensayo variando el
tiempo antes de la inyeccién de I * durante el cual los animales
estaban sometidos a dieta pobre en iodo.
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Por lo importante que resulta este bioensayo, hemos tratado
de comprender cuéles son, en realidad, los factores que influyen
en el mayor o menor aumento de la radiactividad sanguinea en
respuesta a una dosis determinada de TSH, basdndonos, en parte,
en datos y conceptos sobre el metabolismo intratiroideo del
iodo I"" e I* desarrollados recientemente en nuestro labora-
torio, en datos sobre el diferente transporte de la T,, T, e I — por
las proteinas plasmadticas, y en consideraciones de orden prictico.
Entre las dltimas descuella el que la secrecién de compuestos
jodados por el tiroides, en respuesta a una dosis determinada
de TSH, vaya acompafiada de una secrecién de I * en cantidades
suficientes para que puedan contarse en un tiempo médximo de
5 minutos con un error de contaje no demasiado alto. La manera
cldsica de corregir esto, empleada por McKenzie, es tener los
animales a dieta pobre en iodo para que aumente la captacién
del 1* y los compuestos iodados intratiroideos tengan una ma-
yor actividad especifica. Ahora bien, esto tiene un limite.

Los datos obtenidos en varios laboratorios, incluido el nues-
tro (19, 20, 21) demuestran que, para la rata, la distribucién
intratiroidea de I * depende de la cantidad de iodo estable apro-
vechable por la gldndula para la iodacién. Cuando el I'*" tiroi-
deo decrece, los cocientes MIT */DIT * y T,*/T,* aumentan
y, en casos de valores muy bajos de 1'*" tiroideo, el tanto por
ciento de I * presente como T,* decrece. Estos cambios, ademis,
no son lineares: son relativamente pequefios, alrededor de valores
de aproximadamente 2 ug/gldndula. Por debajo de estos valores
«criticos», pequefios cambios en el contenido tiroideo de I**"
van acompanados de variaciones muy intensas en la distribucién
de I*. Valores también muy altos del cociente T */T,* han
sido descritos por Postmes (22) en el caso de ratones deficientes
de iodo. Parece que para esta especie existe una relacién similar
entre este cociente T,*/T,* y el 1'*" tiroideo, aunque ni este
punto ni el valor «critico» hayan sido determinados. Por esto se
podria considerar la posibilidad de que cambios en la distribu-
cién intratiroidea de T * podrian afectar tanto a los niveles de T *
de la sangre «basal» de los ratones usados para un McKenzie
como a los valores de la «respuesta» a una dosis dada de TSH.
La hidrélicis de la misma cantidad de tiroglobulina pobremente
iodada con una proporcién alta de I * presente como T;* pro-
duce menos radiactividad en sangre que la hidrélisis de una
més iodada y, por lo tanto, mds rica en T,*: en muchas especies
animales la T, desaparece de la circulacién mucho més veloz-
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mente que la T,. Por esta razén la intensidad del «pico» en la
respuesta, o sea la radiactividad de la sangre «respuesta», podria
ser completamente diferente en animales con valores diferentes
del cociente T,*/T,*. Nosotros hicimos nuestros experimentos
sobre la hipétesis de trabajo de que el I ' tiroideo de los rato-
nes preparados para un McKenzie que han estado sometidos a
una dieta pobre en iodo, podria haber llegado a alcanzar el nivel
critico, o incluso més bajo. En ambos casos, aunque la variacién
del T**" sea muy pequefia, se producen cambios muy grandes del
cociente T,*/T,* intratiroideo y estas diferencias contribuirfan
considerablemente a la gran variabilidad de los valores de I * san-
guineo durante el ensayo y a que hubiera una respuesta baja,
esto es, un pequefio incremento en el I * sanguineo a un tiempo
fijo después de una estimulacién con TSH u otro estimulador
tiroideo.

1.4
2 Rata T Ratones
cociente '? k.
T, 8 o
6 -
\
4. - °
L ] [ ]
i) N - % — @
; o'\‘\.__“.h ° oo’oﬂ 3
2 4 6 8 0 A 8 1.2 16

Hg %71 glandula

F16. 1. Relacién entre el contenido en I 127 tiroideo y la distribucién intra-

tiroidea de I * medida por el cociente Ts */T,* en ratas (datos de Herrera

y col.,, 1968) y ratones. Los datos de estos ultimos representan los valores

medios obtenidos en muchos experimentos realizados durante mds de un

ano. El I * se inyectd siempre de 24_4?1 horas antes de que se recogiesen los
tiroides.

La figura 1 muestra que la distribucién intratiroidea de I *
en funcién del I'*" es igual para los ratones que para las ratas.
Cuando los valores de este dltimo pardmetro estdn entre 0,2 y
0,4 pg/glindula o més bajo, pequefias cantidades en el contenido
en 1" producen un gran incremento de los cocientes T,*/T,*.
Para valores de I'*" comprendidos entre 0,05 y 0,75 pg/glén-
15
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duda, existe una correlacién positiva entre los valores de I'*’
y el I* intratiroideo presente en forma de L-T,* (r = 0,774,
N = 7, P < 0,02) (figura 2).

P9 1/glandula

Fic. 2. Correlacién positiva al tanto por ciento de T, * v el contenido I '27
en glindula (ratén).

Asi que parece que podria haber una cierta base experimental
para la hipétesis de trabajo bosquejada anteriormente, puesto que
el iodo tiroideo de los ratones preparados para un bioensayo
de McKenzie ha alcanzado el valor «critico» o mds bajo. Pero
cuando esto se determiné en un grupo de ratones que habian
sido inyectados con salino durante el ensayo, encontramos que,
sin esperarlo, los valores de 1'*" en gldndula oscilaban entre 0,8
y 1,2 pg/glindula, valor que era mucho més alto que lo que era
de esperar para ratones deficientes en iodo. Estos valores eran
también los que tenian los ratones al llegar al laboratorio antes
del tratamiento a dieta pobre en iodo. La dieta pobre en iodo
si que habia sido efectiva, pero siempre el I '** era normal después
de que los ratones fueron usados para un ensayo. Midiendo dife-
rentes pardmetros durante el perfodo de preparacién de los rato-
nes para el bioensayo, aparecié que el tratamiento a dieta pobre
en iodo, incluido o no un perfodo con drogas antitiroideas, es
efectivo, puesto que el contenido tiroideo de 1'¥" disminuye,
produciendo a su vez una elevacién de los cocientes T,*/T,* y
una disminucién del tanto por ciento de T,* (ambas cosas carac-
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teristicas de los tiroides deficientes en iodo). Como muestra la
figura 3, todos estos datos revierten a la normalidad, después
que los ratones han sido usados para un McKenzie. La actividad
especifica del T *, tanto sanguinea como tiroidea, baja conside-

"7 TIROIDEO TIRODES TIROIDES
yg /glandula TR o
I 1.2 30
1.0+ -
ol 8- 20
) o \ -
o A N 104
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Fi6. 3. Radiactividad plasmdtica, contenido tiroideo de T 27 y distribucién

intratiroidea de I * en ratones al llegar al laboratorio, al final de una dieta

pobre de iodo después de la inyeccién de I *, y después de un ensayo de

McKenzie en el que se inyecté salino. Los valores presentados son las
medias + DS.

rablemente de los altos valores obtenidos justo después del pe-
riodo a dieta pobre en iodo. La posibilidad de que este incre-
mento del I '*" tiroideo y de los cambios que lo acompaiian fue-
ran debidos a contaminaciones de alguna solucién empleada para
el ensayo de McKenzie, se excluyé experimentalmente. La fi-
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gura 4 muestra que es la inyeccién de L-T,, usada en principio
sélo para suprimir el TSH endégeno del ratén, la que causa los
cambios arriba indicados. La disminucién de la actividad espe-
cifica del I * tiroideo hace pensar que este efecto de la inyeccién
de L-T, podria ser atribuido, en gran parte, al contenido elevado
de 1" que aprovecha la glindula. La tabla I resume todos los
resultados que obtuvimos cuando L-T, marcada con I'* se usé
como «supresor». Los ratones habfan sido preparados como para
un McKenzie, pero no se les inyecté con I* antes del trata-

12 = ( ——
! s I

EEEEEREEN ,
i A +F
S 8-
24 =
it
é__:z— T _+%‘
mn. & ,
0 2

4 6 8 0 12 0 42 4 & 81012

Dias de Tratamiento 1?7 Tiroideo
(pgiglandula}

Fi6. 4. Ratones que habfan estado a dieta pobre en iodo recibieron 15 yc
de 1'25/dia durante 7 dias. Se matan grupos de 10 animales antes de la
primera dosis de I* y a las 24 horas y 4 dias después de iniciar este trata-
miento, Después de la fltima inyeccién radiactiva los ratones reciben
20 pg L-T,/ratén, seguido de dosis de 10 pg L-Ti/ratén 48 horas y 72 horas
después. Los tltimos grupos de ratones se matan 24 horas después de la
segunda y de la tercera inyeccién de hormona. Los valores presentados son
las medias + DS.

miento hormonal. Aunque el I* administrado a estos animales
estaba en forma de L-T,, se encontré un aumento de la radiac-
tividad tiroidea en estos animales y la distribucién de los com-
puestos iodados del tiroides indican que este I * fue usado por la
glindula para la iodacién.

Fundacién Juan March



TABLA 1

Contenido de I!27 e [ * tiroideos v distribucién de I * intratiroideo en ratones a dieta pobre en iodo y con L-T; como
supresor usados para un bioensayo de McKenzie, pero marcados con L-T.*. Los datos son medias 4+ DS. La actividad
especifica de L-T.* era de 1 pg/310 pg. =

24 h. %espués 48 h. ?iespués 72 h. deslgués 20 pg,
20 pg L-T.* 20 pg LT, * 24 h. después 10 pg
LT, *
Contenido de I'27: pg/glindula 044 + 0,06 061 + 0,11 091 + 0,28
Contenido de I*: comc % de la dosis de L-T,* 5719 + 2,32 7,03 + 1,86 520 + 0,62
Contenido de I*: en 10* X c./min. 141 + 56 171 4+ 45 189 + 2.2
Distribucién de I* como % de: - B i
MIT * 169 + 36 222 + 62 251 + 06
DIT * 21,0 + 4.2 36,5 + 7,0 39,6 e 5,0
To® 49 + 12 38 4+ 06 37 +19
o 132 + 25 160 + 35 - 185 + 37
I+ 305 + 74 83 + 10 74 + 09
Cocientes Ty * /T, * 0,36 + 0,03 0,25 3 0,06 0,19 g 0,06
Cocientes MIT */DIT * : 081 + 0,15 0,61 + 0,15 0,65 + 0,06

* El 17 tiroideo al principio de este tratamiento y antes de la inyeccién de L-T. era de 0,07 + 0,02 pg/gléndula.
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Las implicaciones de estos descubrimientos preliminares son
muchas y variadas y son la base de trabajos en curso. Desde un
punto de vista meramente prictico se sugieren las siguientes mo-
dificaciones:

a) Un largo periodo a dieta pobre en iodo, si estd seguido
por altas dosis de L-T,, parece innecesario a no ser que la dieta a
la que estuvieron sometidos los ratones antes de traerlos al labo-
ratorio tuviera un altisimo contenido en iodo. Como demostra-
mos aqui, la administracién de la hormona contrarresta en el
tiroides todos los efectos de la dieta pobre en iodo incluyendo
el incremento de radiactividad en sangre v la actividad especifica
del T * tiroideo que eran los motivos principales de la dieta pobre
en iodo. Ademds, si la dieta pobre es efectiva en cuanto que
descienden los valores del I'7" tiroideo, esto mismo podria
contribuir a la entrada dentro del tiroides de I'*" derivado de
la L-T,. Van Middlesworth en 1969 (23) demostré que la cap-
tacién de I~ por el tiroides de animales hipofisectomizados per-
manecia elevada durante un largo tiempo después de la operacidn
de los animales si habian estado previamente a dieta pobre en
iodo mientras que bajaba de manera dramdtica en animales que
habian recibido una dieta adecuada en iodo antes de la ope-
racién.

b) El uso de altas dosis de L-T, para suprimir el TSH en-
dégeno debe ser descartado: su alto contenido en iodo es la
fuente mayor de variabilidad de los datos de la radiactividad
de las sangres «basal» y «respuesta». Podria, ademds, afectar el
grado de respuesta aparente a una estimulacién dada de TSH si
la hipétesis «last-come, first-served» de la secrecién tiroidea
fuera correcta, puesto que, considerando la duracién de los tra-
tamientos con I * y L-T, en el bioensayo de McKenzie, el dltimo
iodo que entra en la glindula no estd marcado, sino que es iodo
estable. Nosotros podriamos, pues, tener una descarga apreciable
de compuestos no marcados del tiroides después de un estimulo
con TSH, pero sin que esta descarga estuviese acompanada de
un incremento de la radiactividad sanguinea. En la rata, la en-
trada y organificacién del 1'¥" dentro de tiroides marcados y
deficientes de iodo disminuye la velocidad de salida de T* ti-
roideo (24). El I'*" proporcionado por la L-T, en el bioensayo
de McKenzie podria tener este mismo efecto, lo que seria de-
sastroso en un método basado sobre cambios de la descarga
de I* del tiroides.

De estos comentarios se deduce que una buena modificacién
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para el ensayo podria consistir en incrementar la captacién tiroidea
de I* con un tratamiento a dieta pobre en iodo y entonces
usar un supresor que proporcionard cantidades pequefiisimas de
1" junto con una actividad supresora grande como sucede con
la L-T ,. Ademds, serfa conveniente que el tratamiento a dieta
pobre no fuera demasiado intenso, puesto que, como indicamos
al principio de esta seccidn, los cocientes T,*/T,* altos serian
una fuente de dificultades. La tabla 2 muestra los resultados
comparativos obtenidos cuando los ratones de un mismo lote
se inyectaron con el mismo TSH después de estar sometidos a
diferentes tratamientos: I) dieta pobre en iodo seguida de una
sola dosis de I* y supresién con L-T,; II) sin dieta pobre se-
guido de una sola dosis de [ * y 0,2 pg de L-T,/dia; III) sin
dieta pobre, seguido de inyecciones diarias de I * durante 5 dias
y también 0,2 pg de L-T,/dia.

Los tratamientos 11) y III) nos dieron mejores resultados que
el que recibié dosis de L-T,. La inyeccién diaria de I * durante

RESPUESTA AL TSH (0,5 pU) EN RATONES
PRETRATADOS DE DIFERENTES
MANERAS

3.5+
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LD+ T, T Ty
fx* 5x*

O * plasmaético "basal”
V4 1* plasmatico "respuesta”
LID: dieta pobre en jodo
FIGURA 4, a
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TABLA 2

Comparacién de la «respuesta» a una dosis de TSH patrén (05 1V /ratén) de ratones pretratados de diferentes maneras,

Gmpo A: fue preparado con dieta pobre en iodo (LID) y varias dosis de L-Ty como se indicd en la metddica. Grupo B

fueron preparados con dieta normal (DN) recibiendo el I * una sola vez o a diario durante 5 dias, respectivamen-

tl: La inyeccién de I* (o la tiltima en el caso del grupo C) fue seguida de 0,2 pg de L-T; subcutsneo/dia Todos los

animales fueron usados para el ensayo el 5.° dia después del tratamiento hormonal. Las inyecciones de 1* fueron 15 pC
de I'25/ratén. Los datos expuestos son las medias + DS,

GRUPO A B G
Tratamiento LID + I* (1 x) DN + I* (1x) DN + I* (5x%)
+ T, + T, + T
Radiactividad en sangre: log.
¢./min./100 ul
1) «Basal» 3,0789 + 0,134 24919 + 0,0806 28707 + 0,10647
2) «Respuesta» 3,1378 + 0,3332 29275 + 02798 35074 + 0,2137
Estadistica: P de la diferencia en-
tre 1) y 2) no significativo < 0,001 « 0,001
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algunos dias aumentaria la radiactividad sanguinea con la posi-
bilidad de disminuir el tiempo de contaje de cada muestra (fi-
gura 4 a).

Es interesante decir que la presente modificacién (sobre todo
el uso de dosis pequenas de L-T; como supresor) derivada direc-
tamente del hallazgo de que altas dosis de L-T, contribuyen a
proporcionar al tiroides una gran cantidad de I'*" es completa-
mente idéntica a lo descrito recientemente por otros autores
(25, 26). Ademds y volviendo a la teoria «last-come, first-served»,
si es correcta, pareceria correcto también usar los ratones lo
antes posible después de la inyeccién de I * como hacen los au-
tores arriba indicados.
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METODICA QUE ACONSEJAMOS
PROVISIONALMENTE

Se reciben los ratones unos 15 dias después del destete. Se
les alimenta con pan y leche, a los que se afiade un antiroideo
(CIO —, MMI o PTU); se les tiene a esta diesta hasta que los va-
lores de I'*" en tiroides bajan aproximadamente 0,2 g I/gldn-
dula. Para comprobarlo se matan de vez en cuando 10 ratones
del grupo y se analiza el I'*" de cada gldndula por el método de
Zak modificado por Benotti (27, 28). Cuando el contenido
de iodo tiroideo ha bajado a los valores deseados se les suprime
el tratamiento con antitiroideos durante unos dias (5-7 dias),
manteniéndolos con una dieta pobre en iodo. Al final de este
penodo se les inyecta I '*° (15 pC) con 1 pg de I1'*" a cada
ratén. A las dos horas de esta inyeccién se les pone subcutinea-
mente 0,2 pg de T,/ratén durante 3-4 dias hasta que se realiza
la experiencia.

La experiencia propiamente dicha consiste en hacer a tiempo
una toma de sangre, «basaly», del seno retrobital del ratén, inyec-
tar seguidamente la solucién patrén de TSH o del suero o sus-
tancia a valorar y hacer una nueva extraccién de sangre a las
3 horas de esta inyeccién. A esta segunda extraccién llamamos
«respuesta». El volumen de sangre extraida suele ser de 100 ml.
y la cantidad de sustancia inyectada oscila entre 0,2 v 0,5 ml.
Se cuentan en un buen contador de radiactividad las dos mues-
tras de sangre y se calcula el tanto por ciento de aumento de
radiactividad de la respuesta sobre la basal que, en caso de haber
inyectado salino, es alrededor del 100 por 100, generalmente por
debajo de esta cifra, Esta respuesta aumenta proporcionalmente
al logaritmo de la dosis de TSH inyectada.
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MONTAJE DE LA VALORACION DE TSH DE RATA
POR RADIOINMUNOMETODO

El fundamento de este método y la parte técnica son casi
iguales al método de la insulina descrito por Hales y Randle (29)
y al de ACTH de Felber (30). La dificultad estriba en la gran
especificidad de especie que, en el caso del TSH y de GH, es
muy superior a la de la insulina. Los preparados muy purificados
que podemos encontrar son bovinos y humanos, pero no de rata.
Sin embargo, varios autores han descrito el hecho de que si bien
los anticuerpos frente a TSH bovino y humano con muy alto
grado de pureza son muy especificos y no existe reaccién cru-
zada (31), si la hay, en cambio, cuando las muestras de TSH que
se emplean para inmunizar no estdn del todo purificadas.

El principio general de los inmunoensayos es el siguiente (30):

antigeno marcado  anticuerpo especifico  (complejo antig. - antic. marc.)

Ag* Ac <——» Ag— Ac
+
Ag antigeno no marcado
1
Ag* — Ac complejo no marcado

La hormona que actiia de antigeno se une al anticuerpo y da
lugar al complejo antigeno-anticuerpo- Este complejo puede ser
radiactivo o no segiin que la hormona con la que reacciona el
anticuerpo esté o no marcada. Los radioinmunoensayos aprove-
chan la propiedad de la hormona no marcada del plasma o de
otras soluciones de competir con la hormona marcada en su reac-
cién con el anticuerpo especifico y, por lo tanto, de evitar la
formacién del complejo antigeno-anticuerpo marcado. Si llama-
mos a la hormona libre marcada F («free») y al complejo anti-
geno-anticuerpo marcado B («bound»), la razén B/F disminuye
al aumentar la concentracién de hormona no marcada.
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Para todo radioinmunométodo son necesarias 3 condiciones:
1.%, un anticuerpo especifico; 2.%, una hormona marcada, y 3.%, un
método que separe el complejo y la hormona que queca libre,
puesto que los complejos antigeno-anticuerpo no precipitan es-
pontineamente dada la baja concentracién de las sustancias reac-
cionantes.

1. OBTENCION DE ANTISUEROS: No encierra mucha dificul-
tad la obtencién de un antisuero contra TSH bovino, puesto que
gran nimero de hormonas peptidicas de peso molecular superior
a 4.000 son antigénicas en cobaya, conejo, cabra, etc. Basdndonos
en ello, nosotros hemos obtenido antisueros inoculando a cobayas
durante unas seis semanas una mezcla de volimenes iguales de
TSH bovino impuro * (Thytropar de Armour & Co. ITI) (1-2 uni-
dades) con Freund’s adjuvant completo, hecha la mezcla en el
momento de la inyeccién (32, 33, 34). La via de entrada es la
subcutdnea, empezando por la piel interdigital y siguiendo por
la piel del lomo cuando las patas de los cobayas estdn llenas de
piistulas. Al cabo de las seis semanas se les extrae sangre del
corazén y se les deja vivir para hacerles nuevas extracciones, siem-
pre :Jon una previa dosis de recuerdo intravenosa o intraperi-
toneal.

a) Comprobacién de su actividad anti-TSH bovino y de rata:

a,) In vivo. Los antisueros obtenidos en cobayas contra
TSH bovino tienen capacidad de neutralizar el efecto de TSH
bovino v de TSH de rata «in vivo» usando el bioensayo de
McKenzie. Ambas soluciones, el TSH v el antisuero, se inyectan
separadamente (fig. 5).

a;) In vitro. Se comprueban los antisueros por:

1) Hemaglutinacién. Se sigue la técnica de Stawisky (35,
36), que estd basada en lo descrito por Boyden en 1951 (37) de
que existe una adsorcién de diversas proteinas sobre la superficie
de eritrocitos pretratados con dcido tdnico que puede dar lugar
a aglutinaciones en presencia del antisuero correspondiente (38).
Con ninguno de los antisueros obtenidos tuvimos un resultado
francamente positivo. ,

1I) Por técnicas de difusién en gel. Estas técnicas fueron
usadas la primera vez en 1905 por Bechhold (39) y mds tarde
por diversos autores: Oudin (1946), Ouchterlony (1974), Elek

* Se ha usado el preparado «impuro» por ser éste el tnico del que
se sabe que induce en cobaya la formacién de anticuerpos anti-TSH bovino
con reaccién de cruce frente a TSH de rata
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INHIBICION, IN VIVO, DE LA RESPUESTA A TSH BOVINO Y DE
RATA (BIOENSAYO DE MCKENZIE) POR SUEROS DE COBAYAS

INMUNIZADOS CONTRA TSH BOVINO
*/s RESPUESTA

50 100 150 200 250
1 | B 1
Salino + Salino ]
B-TSH+Salino R

B-TSH+S.C.N.

T

B-TSH+anti B-TSH,n*1,1:125 [T

B-TSH+antiB-TSH,n®2,1:125 R

R-TSH+salino

R-TSH+antiB-TSH,n"1,1:125

R-TSH+antiB-TSH,n®2,1:125

B-TSH: 0.5 mU de TSH bovino R-TSH:0.002 de una hipéfisis de rata

S.CN:Suero normal de cobaya anti B-TSH: Suero de cobaya inmuniza-
dos contra B-TSH

Fic. 5. Inhibicién «in vivo» por antisueros obtenidos en cobayas contra
Thytropar de la respuesta a TSH bovino (B-TSH) y a TSH de rata (R-TSH)
medida en ratones por el bioensayo de McKenzie. Las inyecciones de anti-
suero y salino, TSH o plasma normal de cobaya se dieron separadamente
en 0,125 ml./ratén inmediatamente después de la toma de sangre «basal».

(1948), Grabar (1957), etc. Nosotros empleamos la técnica de
Ouchterlony de doble difusién (40, 41) en placas de agar. En el
pocillo central se pone el antigeno y en los exteriores los sueros
cuya concentracién de anticuerpos se quiere medir. En el sitio
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de unién de los dos reactivos aparece un halo de precipitacién
que es mds o menos intenso segin la concentracién de anticuerpo,
o es nulo cuando el antigeno no tiene ningtin poder de reaccionar
frente al antigeno puesto. Con esta técnica obtuvimos halos de
reaccién positiva en algunos antisueros.

Habiendo, pues, comprobado que habiamos obtenido anti-
cuerpos anti-TSH bovino con reaccién anti-TSH de rata «in vivo»
y con reaccién inmunolégica «in vitro» parecia muy probable
que dichos antisueros fuesen adecuados para el montaje de un
radioinmunométodo para la valoracién de TSH de rata.

2, MARCAJE DEL ANTIGENO: Se sigue el método de Green-
wood y Hunter (42) con cloramina T como agente oxidante. Se
marcan 5-10 pg de TSH' cada vez con 2 mc. de I'** que nos
mandan de Amersham, libre de portador, especialmente prepa-
rado para marcaje de proteina y usado el mismo dia de su lle-
gada. Al minuto o minuto y medio de la adicién de cloramina T
se afade metabisulfito sédico. El volumen total de los productos
reaccionantes no llega a 200 & que se transfieren a una columna
de Sephadex G-50 de 1 X 10 cm. La equilibracién de la columna
(43, 44) se ha llevado a cabo previamente con buffer fosfato
de pH 7,4, 0,04 M que contenga seroalbiimina bovina® al
2 por 100, y se eluye con buffer fosfato pH 7,5, 0,01 M con
0,15 M de CINa. En la figura 6 se ve una representacién de una
elucién de los productos de un marcaje y puede observarse la
importancia de haber previamente lavado la columna de Sephadex
con o sin albimina. Representa el resultado de un mismo mar-
caje del que una parte se pasé por una columna Sephadex G-50
sin equilibrar con albiimina y otra parte por una columna conve-
nientemente equilibrada.

El eluido se recoge en fracciones de 0,5 ml. en tubos que
contienen 0,1 ml. de la solucién de albimina al 2 por 100. Las pri-
meras fracciones estdn libres de radiactividad. A partir de la frac-
cién 5 empieza a salir la hormona marcada y hacia la 15-18 sale el
I — *. Para escoger la fraccién de mayor pureza de cada una de
cllas se hace una electroforesis en papel Whatman ndm. 1 con buf-
fer 0,04 M fosfato de pH 7,4 durante 1 hora a 400 V y a 4°C
(44). Las tiras de papel, una vez secas, se cuentan dividiéndolas
en fracciones de 0,5 cm. de ancho. Las fracciones que aparecen
después de purificar por Sephadex G-50 y que han resultado

! TSH bovino (NIH-TSH-B,) de NIH Pituitary Agency.
2 Fracciébn V de Sigma Chemical Co.
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Fi6. 6. Separacién por Sephadex G-50 de los productos de reaccién de

un marcaje de B-TSH. El primer pico corresponde a B-TSH * y el segundo

a I—*. @—@La columna habfa estado equilibrada previamente con albi-

mina. O—OLa columna de Sephadex G-50 no fue equilibrada con albiimina

anteriormente. Se observa una disminucién del pico correspondiente a la
hormona marcada en este 1ltimo caso.

méds puras en electroforesis sobre papel se llevan a una dilucién
1/5 con el mismo buffer 0,01 M fosfato, pH 7,6 con CINa
0,15 M y que contiene el 2 por 100 de albtimina bovina. Se
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distribuye en alicuotas que se guardan congeladas a —20°C, de
forma que sélo se descongelen una vez antes de cada inmunoen-
sayo propiamente dicho.

Dos son los procedimientos generalmente empleados para
purificar las preparaciones de B-TSH antes o después de su
marcaje con I *. Uno de ellos es la cromatografia en carboxyme-
tilcelulosa (CM-C) (45) aplicada segiin Lemarchand-Béraud (43,
44 y comunicacién personal). La proteina purificada aparece alre-
dedor de una concentracién molar de 0,3 M durante un gradiente
de elucién con CINa (0-1,1 M). Se cuantifica midiendo la densi-
dad éptica en un espectrémetro Beckman DU-2 a 260 y 280 mp
de cada una de las fracciones del eluido. Las fracciones altamente
purificadas son las que se usan para marcar; pero como, ademds,
son extremadamente inestables, preferimos marcar el TSH bovino
primero y purificar después la hormona marcada por columnas de
CM-C (1 X 40 cm.) recogiendo los eluidos en fracciones de
1 ml. sobre 0,1 ml. de solucién de albimina bovina al 2 por 100.
Otro método de purificar TSH es usando columnas de Sephadex
G-100 de 1,2 X 40 cm. Este procedimiento es el que usamos
nosotros preferentemente antes de cada radioinmunométodo. Las
columnas se preparan como aconseja Utiger (comunicacién per-
sonal) con buffer 0,01 M fosfato de pH 7,6, que contiene
CINa 0,15 M; se equilibran con albiimina al 2 por 100 en ese
mismo buffer (30 ml.) y se lavan con unos 100 ml. del mismo
buffer fosfato con CINa. Se eluye con dicho buffer v se recogen
fracciones de 1 ml. sobre 0,1 ml. de solucién de albiimina al
2 por 100. Se usan las fracciones que aparecen en la parte alta
y en la descendiente del segundo pico proteico (proteina «retar-
dada»), mientras que el tercer pico generalmente corresponde a
fracciones radiactivas que, o no precipitan con écido tricloro
acético (TCA), o lo hacen en muy pequefia proporcién. El purifi-
car la hormona marcada inmediatamente antes de cada inmuno-
ensayo nos permite utilizar dicha hormona marcada durante al-
gunos meses, asi como disminuir la precipitacién inespecifica de
radiactividad.

3. SEPARACION DEL COMPLEJO ANTIGENO-ANTICUERPO: Exis-
ten muchas técnicas para separar el complejo marcado v la hor-
mona libre. Aprovechando la particularidad de que las hormonas
libres se adsorben en el lugar de su aplicacién en algunas mate-
rias como el papel, mientras en el complejo antigeno-anticuerpo
no lo hacen, una de las primeras técnicas empleadas en los inmu-
noensayos en general fue la cromatoelectroforesis en papel (46,
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47,48) que permite ademds reconocer el I— libre, puesto que
emigra a un lugar distinto del complejo. Esta misma propiedad
se aprovecha en el caso del flujo hidrodindmico. La dificultad
de uno y otro sistema es encontrar el papel mds adecuado para
cada hormona. Este principio de la adsorcién de la hormona
libre a distintos sélidos ha hecho posible otros métodos de sepa-
racién. Asf, se emplean los grénulos de silice (49), la celulosa,
el carbén mezclado de antemano a dextrano de un determinado
peso molecular (50, 51), los discos de protapol (52 y comunica-
cién personal) (discos de Poly [tetrafluoroetileno-g-isotiocianato,
estireno]), etc.

Odell y colaboradores (53, 54) logran buenas separaciones
precipitando el complejo con 55 por 100 de etanol y 5 por 100
de salino.

Otra téenica de separacién es la precipitacién con el doble
anticuerpo. Para ello se usan antisueros obtenidos contra las
gamma globulinas de la especie animal donde se ha obtenido el
antisuero anti-TSH; asi el complejo antigeno-anticuerpo aumen-
ta de tamafio y puede ser separado del resto por centrifugacién
o por filtrajes a través de placas Oxoid, Millipore o papel What-
man GF/C (55, 56). Nosotros hemos empleado con bastantes
buenos resultados antigamma globulinas de cobaya, obtenidas en
cabra o conejo, de Difco, Burroughs-Wellcome y, tltimamente,
de Antibodies Incorporated.

El inconveniente de la doble precipitacién con el segundo
anticuerpo estd en que pueden existir factores inespecificos en
los plasmas problema, que pueden interferir esta segunda preci-
pitacién. A pesar de ello se emplea muchisimo, sobre todo para
el montaje de curvas patrén y cuando se usan extractos hipofi-
sarios.

Procedimiento a seguir en el radioinmunométodo de TSH de
rata

El NIH-TSH-B, o la Standard internacional de TSH bovino
se usan como patrones cuando se estudia el desplazamiento que
produce el TSH bovino en el complejo anticuerpo-B-TSH *. Para
estudiar el desplazamiento producido en este mismo complejo
por TSH de rata usamos un homogenado de hipéfisis de ratas
machos normales hecho en buffer 0,01 M fosfato, 0,15 M CINa
y con el 2 por 100 de albiimina bovina. Dicho homogenado se
16
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centrifuga a 3.000 r.p.m. durante 20 minutos. Se guarda el
sobrenadante en fracciones de 0,05 ml. a —20°C. de forma a
descongelar sélo una vez. Y es esto lo que nosotros llamamos
TSH de rata.

Todas las diluciones precisas de cada uno de los reactivos del
radioinmunométodo, incluido el EDTA (sol. 0,1 M), se hacen con
buffer 0,01 M fosfato, 0,15 M de CINa con el 2 por 100 de
suero normal de cobaya y con azida sédica al 1 por 100. Cuando
usamos para separar el complejo el procedimiento del carbén-
Dextrano (150) sugerido por el doctor Brian Webster, en vez
del método del segundo anticuerpo, el buffer diluyente empleado
es similar al descrito, pero conteniendo, en vez del 2 por 100
de suero normal de cobaya, 0,1 por 100 de albiimina bovina y
el 2,5 por 100 de suero de caballo.

Se emplean tubos de fondo redondo de 0,9 X 80 cm. y todo
el procedimiento, incluido el periodo de incubacién y filtraje,
se hace en frio. Todos los tubos (tres para cada muestra) lle-
van 0,1 ml. de EDTA 0,1 M, Todos, menos los «blancos», tienen
0,1 ml. del antisuero a la dilucién apropiada, hecha justo antes
de ponerlo; los «blancos» contienen 0,1 ml. del buffer dilu-
yente. Los «ceros» (que no tienen TSH frio) llevan 0,1 ml. de este
mismo buffer, y el resto de los tubos tienen 0,1 ml. de B-TSH
o de TSH de rata patrén a diferentes diluciones, o 0,1 ml. de
las sustancias a valorar. Cuando estas sustancias a valorar son
plasmas se afiaden otros 0,1 ml. de buffer a dichos tubos, mien-
tras que a toda la curva Standard, incluidos los «blancos» y
los «ceros», se le pone 0,1 ml. de plasma de ratas que estuvie-
ron durante 2-3 semanas alimentadas con polvo de tiroides en la
dieta (1/4 de un comprimido de Proloid por rata cada dia) con
el fin de disminuir al miximo el TSH plasmatico de dichas
ratas.

Después de mezclar bien todos estos reactivos, los tubos se
incuban a 4° C. durante 24 horas, al cabo de las cuales se anade
0,1 ml. de B-TSH * recientemente purificado por Sephadex G-100
diluido de tal forma que cada 0,1 m. de la dilucién tenga 10.000-
15.000 c./min, Se dejan de nuevo a 4° C. durante dos dias y se
anaden, entonces, 0,1 ml. de un suero antigamma globulina de
cobaya a cada tubo, Después de una tltima incubacién durante
24 horas a 4° C. se filtra el contenido de cada tubo a través de
placas de Oxoid o de fibra de vidrio de Whatman (GF/C) lavando
el filtro dos veces con un buffer que tiene el 2 por 100 de albi-
mina bovina (43, 44). Los filtros se cuentan en un contador
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Autogamma (Packard) con el «setting» apropiado para el isé-
topo con el que estaba marcada la hormona.

Si se usa el procedimiento del carbén-Dextrano, el perfodo de
incubacién después de afadir el B-TSH * es de 3-4 dias. La sus-
pensién del carb6n se prepara mezclando volimenes iguales de
una solucién de Dextrano 150 (Pharmacia, Upsala) al 0,5 por 100
en buffer fosfato con CINa con una suspensién de carbén al
5 por 100 también en dicho buffer. Se agita durante 15 minutos
y se continGa agitando mientras se afiaden 2 ml. de dicha sus-
pensién final a cada tubo; después de media hora de incubacién
a temperatura ambiente, se centrifuga y se cuentan alicuotas de
cada sobrenadante, que es donde estd la parte de B-TSH * liga-
da al anticuerpo.

Al montar el radioinmunométodo usamos el antisuero diluido
entre 1:1500 y 1:2500 como sugerfan Lemarchand-Béraud y
Vannotti (43, 44). Pero después de una titulacién del antisuero,
lo usamos diluido inicialmente a 1 : 25000 (figura 7).

EFECTO DE LA VARIACION DE LA
E’OC'.NNTIDAE! DE ANTISUERO.

1:25.000

B-TSH*ligado
(®/s del total)

RS L (I |
0 .02 04 06 08 10

ml de anti B-TSH
1:10.000

Fic. 7. Curva obtenida con diluciones crecientes de antisuero y mante-
niendo constante la concentracién de B-TSH.

La figura 8 muestra los primeros resultados obtenidos frente
a TSH bovino Standard y frente a nuestra Standard de TSH de
rata. Existe desplazamiento en los dos casos, que es menos en
el caso de TSH de rata, lo que era de esperar por aprovechar
para ello una reaccién cruzada. Ahora bien, se mejoran los resul-
tados cuando se usa B-TSH * recientemente purificado por Se-
phadex G-100 (observar que los indices de precisién del ensayo
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B-TSH* Ligado

(C/ min: mediatE.S.)

Fic. 8. Curvas patrén de radioinmunométodo con cantidades crecientes
de B-TSH y TSH de rata, sin purificacion de NIH-TSH-B; marcada (la
parte superior) o después de su purificacion a través de Sephadex G-100
inmediatamente antes de su uso (mitad inferior). La purificacién mejora

han mejorado sensiblemente de la parte alta de la curva a la parte

baja).

Las figuras 9 y 10 muestran los resultados tipicos obtenidos

B-TSH™® NIH ~TSH-B, Marcado

A=.33 * A=.52
30004 5 -
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B-TSH*: Puriticado en Sephadex G-100.
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[ {
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2000 |-
)
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0 .08 4 2 1050 03 6 8 & 20
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notablemente la & del ensayo.
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CROMATOGRAFIA EN CM-C
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F16. 9. Purificacién de TSH en CM-C. A) B-TSH (1 vial de Thytropai)
al que habian sido afiadidas cantidades trazas de B-TSH * antes de la croma-
tograffa. La actividad biolégica se probé con un bioensayo McKenzie inyec-
tando 0,125 ml. de una dilucién 1:8 de cada eluido por ratén. B) La misma
B-TSH * que en A) sin adicién de B-TSH «frio». C) Se prueba la actividad
inmunoldgica de los eluidos de B frente a antisuero anti-B-TSH en presen-
cia v ausencian de TSH de rata. Para ello se usa el antisuero diluido
1:25000 frente a 0,1 ml. de cada eluido diluido hasta 15000 ctas./min. y
0,1 ml. de TSH de rata (0,001 parte de hipéfisis). Los resultados son bue-
nos empleando B-TSH * del pico eluido con gradiente del CINa.
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Fic. 10. Elucién en Sephadex G-100 de 0,05 ml. de NIH-TSH-B, mar-
cada mezclada con 2 ml. de TSH de rata que contenia el eguivalente a
2 hipéfisis (parte izquierda) y de 0,2 ml. de la misma B-TSH * sin adicién
de R-TSH «frio» (parte derecha). La actividad biolégica se prueba en un
bioensayo de McKenzie inyectando 0,125 ml. de eluido/ratén. La actividad
inmunoldgica se probé en ausencia y presencia de R-TSH y de B-TSH. Los
mejores resultados corresponden a la parte descendente del segundo pico
(proteina retardada).
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al purificar B-TSH * en columna de CM-C o de Sephadex G-100.
La actividad biol6gica de cada uno de los picos se probé ha-
ciendo un McKenzie y la actividad inmunoldgica por medio de
un radioinmunoensayo. Se puede observar dénde estdn localiza-
das ambas propiedades, biolégica e inmunoldgica, en cada uno
de los eluidos, asi como las fracciones en que coinciden el m4-
ximo de unién del antisuero y el mdximo desplazamiento por el
TSH de rata.

La figura 11 ilustra los resultados preliminares de una valo-
racién simultdnea hecha con cada uno de los dos métodos, bio-
ensayo de McKenzie y radioinmunométodo de TSH, de los mis-
mos plasmas de ratas que habian estado sometidas a un trata-
miento a dieta pobre en iodo suplementado del 0,05 por 100 de
PTU durante 0, 2, 5 y 7 dias. Los dos métodos indican que el
contenido plasmdtico de TSH va aumentando al aumentar la
duracién del tratamiento con antitiroides. Ahora bien, mientras
que el radioinmunométodo detecta diferencias estadisticamente
significativas entre grupos consecutivos, los valores obtenidos
con el bioensayo de McKenzie son diferentes solamente entre 0
y 5 dias y entre 0 y 7 dias de tratamiento a PTU.
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Fic. 11. Plasmas de ratas alimentadas con dieta pobre en iodo v a PTU

durante 0, 2, 5 y 7 dias (5 ratas/grupo) se prueban en un McKenzie y en

un inmunométodo. Se inyectan 0,2 ml. plasma/ratén. Se usa TSH * puri-
ficado inmediatamente antes de usar.
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RESULTADOS

Ya se sabia (pdg. 219 y siguientes) que el hipotiroidismo extre-
mo va acompanado de un estado endocrino semejante al que
acompafia a una adenohipofisectomia en cuanto se refiere a todas
las hormonas de la adenohipéfisis menos el TSH; la banda co-
rrespondiente a la GH desaparece de los geles de poliacrilamida
y la insulina baja a niveles muy inferiores a los normales. Pero
todo este cuadro cambia con sélo administrar al animal pequenas
dosis de L-T, durante 10-20 dias: suben los valores de insulina
plasmitica, empieza a crecer el animal, reaparece la banda de GH
en hipéfisis y el tiroides aumenta de tamano. Estos datos podrian
interpretarse de dos maneras:

a) que la inyeccion de pequenas dosis de T, a animales
intensamente hipotiroideos ocasione un aumento de los niveles
de TSH en plasma, y

b) que dicha inyeccion no aumente los valores de TSH,
pero si los de otras hormonas (GH, insulina), permitiendo esto
una mayor respuesta del tiroides a un mismo nivel de TSH.

Para poder dilucidar entre ambas interpretaciones hicimos
los experimentos siguientes:

Experimento nimero 1: Las ratas se mantienen a dieta pobre
en iodo y CIO,K al 1 por 100 en el agua de beber desde pocos
dias después del destete. Treinta dias después se las dividié en
dos grupos: el grupo I recibié diariamente una inyeccién de
solucién fisiol6gica salina que contenia albiimina bovina al 1 por
100; y el grupo II, 0,8 pg de L-T,/100 gr. de peso y dia prepa-
rado con el mismo salino con el 1 por 100 de albimina, du-
rante 30 dias.

Veinticuatro horas después de la ltima inyeccién, las ratas
se sangran todo lo posible. El tiroides se pesa y se guarda con-
gelado hasta que se use para determinar I'®". Las hipdfisis de
las ratas de cada grupo se mezclan, se lavan dos veces con saca-
rosa al 40 por 100, se homogenizan, se centrifugan durante
20-30 minutos a 1.500 r. p. m., y el sobrenadante se guarda
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a —20° C para hacer electroforesis en gel de poliacrilamida.
Los plasmas se guardan congelados a — 20° C para hacer deter-
minaciones de PBI, insulina, TSH, etc.

La L-T, inyectada hace aumentar el tamafio de los tiroides
significativamente, y lo mismo ocurre con los valores de insulina y
PBI plasmdticos. La banda correspondiente a la GH hipofisaria
inicia también su aparicién en los geles de poliacrilamida. EI TSH
aumenta asimismo, aunque no obtuvimos diferencias significati-

EFECTO DE L-T, SOBRE EL CRECIMIENTO Y LA
GH HIPOFISARIA.

Cambio de peso corporal con
respecto al dia 0

Lt 2 ]

GH en Hipofisis

T TQ‘["

=

. “ . -G:H—'“"

T=Ratas tiroidectomizadas

T.T,=Ratas tiroidectomizadas « L-T,,.

Fi6. 12. Cambios de ratas T que habfan estado tratadas con salino o con
0,2ygde L-T./100 gr. de peso y dia durante 8 difas.
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vas entre los valores correspondientes a los plasmas del grupo I
y el grupo II.

Experimento ntimero 2: Se lleva a cabo otro experimento
con ratas tiroidectomizadas. Un mes después de la tiroidectomia,
y durante 9 dias, se les administra 0,2 pg de L-T,/100 gr. de
peso vy dia, mientras que a las controles se les administra sélo
salino. La figura 12 muestra el aumento de peso de los ani-
males sometidos a la inyeccién diaria de L-T, frente a los que
no lo recibieron. La banda de GH hipofisaria en los geles de
poliacrilamida es, asimismo, mds intensa en las ratas que habian
estado tratadas con T, qué las que sélo habian recibido salino.

La tabla 3 resume los resultados de este experimento: aumen-
ta el PBI plasmdtico y el contenido de insulina de las ratas que
habfan recibido L-T,. Y aumenta también el contenido de TSH
en los plasmas de ratas que habfan estado sometidas al trata-
miento con hormona tiroidea.

Estos experimentos, aunque muy preliminares, confirman lo
que habiamos dicho anteriormente: en caso de animales muy
hipotiroideos, bien por tiroidectomia quirdrgica o por tiroidec-
tomfa quimica, la administracién de pequefias dosis de L-T, pro-
voca un incremento en el peso del cuerpo de estos animales.
También el PBI y la insulina plasmdticos aumentan, y aparece,
en los geles de poliacrilamida, la banda correspondiente a la GH
hipofisaria. El tiroides, en el caso de animales con tiroidectomia
quimica, también aumenta de tamafio. Esto hizo pensar en un
aumento del TSH plasmdtico, y los valores, muy preliminares,
como hemos dicho, aqui expuestos, parecen confirmar esta hi-

pétesis.
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TABLA 3

Diferencias entre los pesos iniciales y finales del cuerpo y valores del PBI, insulina y TSH plasméticos de las ratas del
experimento 12 que habfan sido tiroidectomizadas e inyectadas diariamente con salino o con 0,2 pg de L-T,/100 gr. de peso

durante 8 dias

Los valores indicados son las medidas + DS y el nimero de animales de cada grupo estd entre paréntesis.

salino L-T,
(9) (9)
Diferencia entre peso inicial y final (gr.) 15 + 19 228 + 37
PLASMA
PBI (pg/100 ml.) 0,2 0,69
Insulina (pU/ml.) 196 + 51 242 + 31
TSH (pU/ml.) en radicinmunométodo 20 48
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ABREVIATURAS

AMP = Adenosin monofosfato.
ADP = Adenosin difosfato.

ATP = Adenosin trifosfato.

FIP = Fructosa-1-fosfato.

F6P = Fructosa-6-fosfato.

FDP = Fructosa-1,6-difosfato.

PKF = Fosfofructokinasa.

Pi = Fésforo inorgdnico.

ITP = Inosin trifosfato.

NORIT = Carbén animal purificado.

7
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INTRODUCCION

Durante los dltimos afios numerosos trabajos han aportado
resultados que muestran la importancia de la fosfofructokinasa
en la regulacién de la glicolisis (1-5).

La fosfofructokinasa cataliza la fosforilacién de fructosa-6-
fosfato por adenosin trifosfato para producir fructosa-1,6-difos-
fato v adenosin difosfato:

F6P + ATPMg —— FDP + ADPMg

Esta reaccién es irreversible y las propiedades cinéticas de la
fosfofructokinasa indican c6mo su actividad es regulada alostéri-
camente por una serie de metabolitos que pueden actuar sobre
el enzima como activadores, inhibidores y efectores capaces de
contrarrestar esta inhibicién (6-10). Segiin una reciente revision
hecha por Sols (11), uno de los sustratos del enzima, el ATP,
que a determinadas concentraciones actia como donador de
fésforo en la reaccién catalizada por el enzima, a concentracio-
nes mds altas es inhibidor de su actividad, presentando el enzima
dreas ligantes independientes para el nucledtido en sus funciones
de sustrato y de inhibidor, Otro inhibidor de la PFK es el ci-
trato, que como el ATP es producto final de la glicolisis aerobia.
Desinhibidores especificos para el enzima son: Pi, AMP y F6P,
y como andlogos del AMP también pueden desinhibir al enzima
el ADP y el 3’-5-AMP.

En mamiferos la sensibilidad a estos efectores varia, al me-
nos cuantitativamente, en los diferentes tejidos, dependiendo de
los requerimientos celulares.

La fosfofructokinasa muscular, cuyas propiedades cinéticas en
determinadas condiciones fisiolégicas han sido objeto de estudio
en este trabajo, tiene unas caracterfsticas ampliamente expuestas
en la memoria presentada para optar a esta Beca:

Por los trabajos de Lardy (12, 13), Parmeggiani v Krebs (14)
y Rosenberg (15) se sabe que el enzima esta formado por, al
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Regulacion de la fosfofructokinasa del miisculo 259

menos, cuatro subunidades que pueden presentar diferentes esta-
dos de agregacién, sobre las que, in situ, influyen diversos
factores, siendo los principales conocidos dilucién, el pH y al-
gunos de los compuestos, que son sustratos o efectores del enzi-
ma. Mansour (16), en sus estudios con PFK de corazén de
cobaya, también ha sugerido la dependencia del pH de los esta-
dos de agregacién, y puesto que en el musculo, preferentemente
a otros tejidos, la variacién del pH intracelular es muy marcada
por acumulacién del 4cido ldctico, nos parecié de gran interés
estudiar la cinética de la PFK muscular para estos efectos a
distintos valores de pH (6,6 — 7,0 y 7,4) que abarcan amplia-
mente la zona fisiol6gica en las distintas situaciones de la glico-
lisis del musculo.

La primera parte del trabajo se realizé utilizando extractos
crudos de misculo de conejo vy en condiciones lo mds similares
posible a las fisiolégicas: concentracién alta de enzima, iones
K+, y zona de pH de 7,4 a 6,6, obtenidas con écido ldctico
como acidificante. Para poder trabajar en estas condiciones expe-
rimentales, dilucidn minima del extracto y concentraciones fisio-
logicas de sustratos, ha sido necesaria una preparacién especial
del extracto, eliminando los nucledtidos, principalmente ATP y
AMP, que a la concentracién de extracto utilizada en la valora-
cién del enzima se encuentran en cantidad suficiente para actuar
como efectores interfiriendo en los resultados.

Puesto que el andlisis de ciertos datos de la cinética y el
mecanismo de accién del enzima sélo los puede suministrar
el enzima purificado, en la segunda parte del trabajo se hizo
un estudio comparativo de la respuesta del enzima, purificado
por dos procedimientos diferentes, ante sus efectores en condi-
ciones andlogas a las empleadas con los extractos crudos, per-
mitiéndonos conocer si las operaciones de purificacién afectan
a la estructura cuaternaria y, por consiguiente, a la conducta
cinética del enzima.

Fundacién Juan March



METODOLOGIA

OBTENCION DE EXTRACTOS

Conejos adultos, hembras, de aproximadamente 2 kg. de peso,
se anestesiaron con 200-500 mg. de Nembutol inyectado en la
zona marginal de la oreja *. Cuatro minutos después se deca-
pitaban y sangraban. Inmediatamente se separaba el miisculo de
las patas delanteras y traseras; cortado en pequefios trozos se
introducia en hielo durante 15 minutos, y seguidamente se pe-
saba y homogeneizaba en una Turmix a 5° C. durante 30 segundos,
con 1,5 vol. de un medio formado por glicilglicina-fosfato 50 mM,
EDTA 1 mM y SO,Mg 2 mM, pH 7,4. Después se afiadian
sobre el homogenado 2 vol. del mismo medio y se homogenizaba
de nuevo durante otros 45 segundos, a la misma temperatura.
El homogenado final se centrifugaba a 10.000 r. p. m. durante
30 minutos a 0° C.

El pH del sobrenadante era medido y cuidadosamente ajus-
tado al PH en que se iba a realizar el estudio del enzima. Valores
superiores a los del extracto se obtenfan por adicién (en frio
y agitando continuamente) de PO,HK, 1 M, y para valores
bajos de pH se afiadia al extracto, de la misma forma, 4cido
lictico 0,5 M.

ELIMINACION DE NUCLEOTIDOS DEL EXTRACTO

El extracto llevado al pH deseado (6,6 — 7,0 y 7,4) se dia-
lizaba durante 3 horas, a 5° C., frente a una solucién de glicil-
glicina 5 mM, EDTA 0,1 mM, SO,Mg 0,2 mM y CIK 0,1 M,
con el mismo pH del extracto.

* En nuestro laboratorio hemos encontrado muy poca actividad en
la PFK de extractos de misculo de conejos decapitados sin previa anes-

tesia cuya muerte en estas condiciones va acompanada de intensas contrac-
ciones musculares. En estos extractos el pH era considerablemente bajo.
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Después de dializado y ajustado de nuevo el pH, se tampo-
naba el extracto con el medio usado para la extraccién (0,3 ml./ml.).
El extracto tamponado se trataba con Norit (30 mgr./mgr.) durante
15 minutos a 5° C, agitando magnéticamente. La suspensién se

" centrifugaba durante 15 minutos a 10.000 r. p. m. El tratamien-
to se repetia 3 veces. En el extracto asi preparado se media
actividad de fosfofructokinasa.

PURIFICACION DEL ENZIMA

Los estudios con enzima purificado se hicieron en dos pre-
parados diferentes, uno comercial de Boehringer, y otro obtenido
en nuestro laboratorio segiin el método de Krebs y Parmeggia-
ni (14), con algunas modificaciones introducidas por nosotros.
El método, brevemente descrito, consta de los siguientes pasos:

1. Obtencién del extracto segiin se ha descrito (sin elimi-
nacién de nucleétidos).

2, Precipitacién dcida a pH 6,15

3. Disolucién del precipitado formado en un tampén de
glicerol-fosfato 50 mM, EDTA 5 mM, pH 7,2.

4, Primera centrifugacién diferencial a 30.000 r. p. m., du-
rante 90 minutos, en una centrifuga Spinco modelo L.

5. Segunda centrifugacién diferencial a 40.000 r. p. m., 4 ho-
ras, del sobrenadante obtenido en la primera centrifugacién
diferencial.

6. Disolucién del precipitado en glicerol-fosfato 50 mM,
EDTA 2 mM, pH 7,2, para obtener una concentracién de pro-
tefna de 30-40 mgr./ml.

7. Calentamiento de esta solucién a 60°C. durante 2 mi-
nutos. Enfriamiento a 0°C. y centrifugacién a 10.000 r. p. m.,
30 minutos.

8. Precipitacién en el sobrenadante de la PFK con SO,(NH,).
entre 40-50 por 100 de saturacién.

9. Centrifugacién a 10.000 r, p. m,, 30 minutos, y disolu-
cién del precipitado en glicerol-fosfato 50 mM, pH 7,2, en can-
tidad suficiente para obtener una concentracién final de proteina
del 2,3 por 100.
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RESULTADOS

EXTRACTOS CRUDOS

Actividad del enzima con fructosa-1-fosfato

Para poder realizar el estudio cinético del enzima en las con-
diciones experimentales expuestas (concentracién alta de extrac-
to y concentraciones fisiolégicas de sustratos) tuvimos que sus-
tituir el sustrato natural de la fosfofructokinasa, fructosa-6-fos-
fato, por un sustrato andlogo, fructosa-1-fosfato, para el cual la
actividad del enzima es tan baja que nos permitia enlentecer
la reaccién para poderla seguir espectrofotométricamente. La fi-
gura 1 * muestra las velocidades del enzima, a los distintos pH,
con diferentes concentraciones de fructosa-1-fosfato.

Utilizacién de ITP-Mg como donador de P

Puesto que el enzima presenta para el ATP, uno de sus sus-
tratos, dos 4reas ligantes, actuando en una de ellas como sustrato
y en la otra como inhibidor, para estudiar el drea cinética inhibi-
dora independientemente del 4rea sustrato, sustituimos el ATP-Mg
en su funcién de donador de Pi por el ITP-Mg. En la figura 2 se
observa el efecto de la concentracién de ITP-Mg sobre la velo-
cidad de reaccién de la fosfofructokinasa de musculo a distintos pH

* Las velocidades obtenidas en las medidas de actividad no eran nunca
lineales, observindose siempre un aumento de la velocidad después de
los primeros minutos. Hasta tanto podamos conocer el porqué de esta
anomalia, que suponemos se debe a cambios de estructura al tomar con-
tacto el enzima con el sistema auxiliar v sustratos, damos dos valores
de los resultados, unos correspondiendo a las velocidades iniciales y otros
a las finales o estacionarias.
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE F1P SOBRE LA VELOCIDAD DE
REACCION DE LA PFK DE MUSCULO A DIFERENTES pH
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ITP-Mg SOBRE
LA VELOCIDAD DE REACCION DE PFK DE MUSCULO
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FiGura 2

Inbibicién de la PFK de misculo por ATP-Mg a diferentes
valores de pH

La figura 3 muestra el efecto inhibidor del ATP-Mg sobre
la actividad del enzima usando ITP-Mg 2,5 mM y fructosa-1-
fosfato 2,5 mM como sustratos, a los 3 valores de pH elegidos.
A pH 6,6 (el mds 4cido estudiado), pequefias concentraciones de

Fundacién Juan March



% INHIBICION

INHIBICION DE LA PFK DE MUSCULC POR ATP
A DIFERENTES VALORES DE pH
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ATP son suficientes para conseguir una inhibicién pricticamente
total de la actividad del enzima.

Efecto del AMP sobre la inhibicion de la PFK causada
por ATP-Mg

La inhibicién producida por ATP en la fosfofructokinasa
de extractos de muisculo de conejo a pH dcido (6,6) disminuye
aproximadamente en un 50 por 100, con una concentracién de
AMP 0,03 mM. La inhibicién causada con concentraciones de ATP
por encima de 2,5 mM (no fisiolégicas) a la fosfofructokinasa de
extractos llevados a pH 7,0 v 7,4 no es contrarrestada por AMP.

TABLA 1

EFECTO DEL AMP SOBRE LA INHIBICION DE LA PFK DEL
MUSCULO CAUSADA POR ATP, A DIFERENTES pH

9% de inhibicién

[ATP Mg] (mM) [AMP] (mM) pH 66 pH 7,0 pH 7.4
A B A B A B

1,25 0 100 100
0,03 44 34
0,06 40 34
0,125 25 17
0,5 22 10
25 0 84 39
0,125 84 39
0,5 54 59
25 36 53
5,0 0 71 56
0,125 38 58
0,5 58 50
25 =51
0
10,0 b s 3 |
25 71 60
F1P = 2,5 mM. A = velocidades iniciales.
ITP Mg = 2,5 mM. B= wvelocidades estacionarias.
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ENZIMA PURIFICADO

Segiin se ha expuesto en la Introduccién, un estudio similar
al realizado con extractos crudos se llevé a cabo con fosfofruc-
tokinasa altamente purificada, por dos procedimientos diferentes:

A) Preparado comercial Boehringer.

B) PFK purificada en nuestro laboratorio segiin el método,
modificado, de Krebs y Parmeggiani.

Para utilizar la misma concentracién de enzima que en los
estudios hechos con extractos crudos, también en este caso susti-
tuimos el sustrato natural del enzima, fructosa-6-fosfato, por su
andlogo fructosa-1-fosfato, v la cinética del drea inhibidora para
el ATP se hizo con ITP-Mg como donador de Pi.

En la figura 4 puede verse el efecto de la concentracién de
ITP-Mg sobre la velocidad de reaccién de fosfofructokinasa pu-
rificada por los dos procedimientos descritos.

La inhibicién producida por ITP-Mg a los tres pH fijados
(6,6 —7,0 y 7,4), usando como sustratos ITP-Mg 2,5 mM y
fructosa-1-fosfato 2,5 mM puede verse en la figura 5. El com-
portamiento del enzima purificado es cualitativa y cuantitativa-
mente semejante al del enzima de extractos crudos, del mismo
modo también esta inhibicién es contrarrestada por AMP a muy
bajas concentraciones (ver Tabla 2).

TABLA 2

EFECTO DEL AMP SOBRE LA INHIBICION DE LA PKF PURIFI-
CADA DE MUSCULO, CAUSADA POR ATP, A DIFERENTES pH

% de inhibicién
[ATP-Mg] mM [AMP] mM pH 6,6 pH 7,0
A LB A~ B
1,0 0 80 90
0,05 58 64
0,10 33 43
0,25 18 10
2,5 0 80 40
0,10 62 34
0,25 67 24

= Purificada por el método de Krebs y Parmeggiani.
= Preparado comercial Boehringer.

==l
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EFECTO DE [ITP—Mg] SOBRE LA VELOCIDAD DE REACCION DE PFK
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% INHIBICION

INHIBICION DE LA PFK PURIFICADA DE MUSCULO POR ATP A DISTINTOS _pH

PURIFICADA POR EL METODO DE
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DISCUSION

Los enzimas glicoliticos del musculo esquelético han sido
objeto de particular atencién por la fuerte dependencia que su
funcién tiene respecto a la glicolisis. Uno de estos enzimas, la
fosfofructokinasa, cataliza una de las etapas irreversibles de esta
secuencia metabélica. Es un enzima muy complejo, cuya acti-
vidad estd regulada e influida por diversos factores, siendo los
principales conocidos: dilucidn, efectores alostéricos y cambios
de pH.

El misculo, preferentemente a otros tejidos, se ve sometido
a cambios drésticos de pH durante los procesos de contraccién
y relajacién, Estos cambios de pH ocurren dentro de las células
y afectan a la glicolisis de la siguiente manera: cuando el mdsculo
se somete a una serie de contracciones, en principio hay una
subida de pH por encima de 7; mds tarde, como la glicolisis
contintia acelerada, el pH baja por acumulacién del 4cido lctico
formado, que desaparece lentamente de la célula. Sin embargo,
segtin Danforth (17), la produccién de 4dcido ldctico se interrumpe
antes de que la caida de pH alcance valores suficientemente
bajos para dafiar las células, evitindose de esta manera cambios
irreversibles en proteinas celulares sensibles a pH d4cidos; en
estas condiciones, la disminucién de actividad de la fosfofructo-
kinasa es un freno muy eficaz de la glicosis que le permite cortar
el proceso de acidificacién antes de que se produzcan dafios
irreparables. Freno que, a su vez, debe desaparecer cuando la
difusién del 4cido lactico, lenta pero constante, permita resta-
blecer las condiciones iniciales de la glicosis.

Segtin trabajos de Danforth ' y Michio Ui '%, la disminucién
del pH, in vitro, aumentaba la inhibicién de fosfofructokinasa
por ATP.

Por nuestros resultados, obtenidos en condiciones lo mids
semejantes posibles a las fisiol6gicas, hemos observado:

La sensibilidad de la fosfofructokinasa de miisculo a la inhi-
bicién por ATP esta fuertemente influida por el pH. A pH
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bajo, el del misculo fatigado, bajas concentraciones de ATP
(< 1,0 mM) son suficientes para conseguir inhibicién total de
la actividad del enzima. Esta inhibicién hace que la produccion
de dcido lictico se interrumpa antes de que el pH baje tanto
que llegue a daar las células. Esta inbibicion es reversible, ya que
desaparece en presencia de AMP a concentraciones < 0,05 mM.

El paralelismo entre los resultades obtenidos con el enzima
purificado de la casa Boehringer y los extractos crudos nos per-
mitird continuar el estudio de aspectos fundamentales de la con-
ducta cinética del enzima.

Las diferencias cuantitativas, no cualitativas, encontradas
entre el enzima purificado de Boehringer y el obtenido segiin
el método de Krebs y Parmeggiani, explicarian los resultados
variables y a veces contradictorios acumulados en la literatura,
que se deberian a cambios o alteraciones sufridos por la proteina
a lo largo del proceso de purificacién.
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José Rico Irles: Estudios clinico-bioquimicos sobre la enzimopatia
por déficit de glucosa-6-fosfato-dehidrogenasa.

Una investigacién llevada a cabo entre un grupo de mil personas

residentes en Andalucia Oriental demuestra, por vez primera

en nuestro pais, que existe como minimo un 4 por 100 de deficitarios
en un enzima especifico de los glébulos rojos, trastorno que les

hace especialmente vulnerables a ciertos agentes téxicos o medicamentosos.

Antonio Rodriguez Torres: Estudio epidemiolégico de las infecciones
por virus respiratorio sincitial.

Una encuesta seroldgica realizada en una colectividad infantil

de Barcelona permitié diagnosticar 47 infecciones por virus

respiratorio sincitial y demostrar que dicho agente era el causante

de una cuarta parte de todos los procesos respiratorios agudos

estudiados en dicha colectividad. Se demuestra asimismo

que entre los nifos de mas de dos afos se encuentran, en un 80 por 100
de casos, anticuerpos positivos al virus sincitial.

Francisco Abadia-Fenoll: Estudio dptico y electrénico de la morfologia
de la transmision nerviosa a nivel del sistema nervioso
central, Aportaciones con una nueva técnica.

Gracias a la introduccién de nuevas técnicas de estudio con el
microscopio optico y el electrénico se ha podido efectuar un cuidadoso
andlisis de las estructuras sindpticas del sistema nervioso central

y especialmente a nivel de la via acustica. Esta investigacién

permite demostrar la existencia de diferencias entre los

tipos sindpticos de distintas zonas, asi como una considerable
uniformidad morfolégica dentro de cada regién estudiada.

Maria Dolores Garcia Garcia: Sinergismo entre las hermonas
tirotropa, somatotropa e insulina en la regulacién de la funcién tiroidea.

El hipotiroidismo experimental extremo va acompaiado de un estado
endocrino semejante al de la hipofisectomia. Experiencias

efectuadas en ratas demuestran que la administracién de pequefias
cantidades de tiroxina incrementa los niveles de otras hormonas, tales
como la de crecimiento o la insulina. Este aumento posibilita

la mayor respuesta del tiroides a la tirotropina, cuyos

niveles ya eran elevados.

Pilar Llorente Rodriguez: Regulacién de la fosfofructokinasa del misculo.

La sensibilidad de la fosfofructokinasa muscular a los efectos
inhibidores del ATP depende del pH del medio: el descenso

del pH provoca una inhibicion total de la actividad enzimética. Este
hecho explica que la produccion de écido léctico se interrumpa
antes de que el pH baje tanto que pueda dafiar las células.



