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EDITORIAL

UNA CONJURA CONTRA LOS MEDICOS

El panorama que se presenta a los médicos colombianos en el pro-
ximo futuro es realmente incierto pues parece existir una vercadera
conjura de los administradores de la cosa publica, para colocar a la
profesién en una situacién de inferioridad al pretender subyugarla y
ponerla a su servicio; éllo parece nacer de que se ncs juzga incapaces
de orientar y dirigir los servicios de salud y por eso quieren sustraer-
nos el control de sus organismos.

Con el ildgico pretexto de considerar el bienestar social como el
todo, tergiversando asi el verdadero concepto de salud, ya definido
por las entidades internacionales como el completo bienestar fisico,
mental y social; se quiere entonces faltando a las leyes de la logica,
considerar como la definicién a sélo una de sus partes.

Esta conjura se extiende a todos los niveles, desde el nacional
pues ya la prensa ha informado que uno de los programas del Presi-
dente electo, consiste en sustituir el Ministerio de Salud por uno de
bienestar social que abarcara, no sélo los servicios médicos sinc los de
vivienda y accién comunal, bajando asi de nivel y subestimando por lo
tanto los organismos que deben velar por la salud de los colombianos.

A nivel departamental, pues la interpretacién acomodaticia que
se ha dado a la integracion de los servicios de salud, en algunos De-
partamentos, vieja ambicién del cuerpo médico, hace que su direccién
se entregue a entidades como las Beneficencias, cuya sola obligacion-
es proporcionar los medios para la asistecia publica; con el pretexto
de defenderlas de una pretendida voracidad de los organismos cen-
trales del estado.
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A nivel municipal con la reforma administrativa préxima a adop-
tarse en el Municipio de Medellin, sometida ya a la consideracién de
lcs demas Municipics Colombianos como ejemplar y que conlleva una
colocacion de los servicios de salud en un nivel inferior.

Todas estas estructuras tienden a marginar a los médicos de la
administracién publica y a convertirnos en sélo un instrumento de
los organismos del estado, sometidos a recibir 6rdenes y a ser orien-
tados por personas ajenas a la profesion.

No ha sido en vano la conducta adoptada por la inmensa mayoria
ce los médicos colombianos que en los Ultimos afios han mirado con
malos ojos a los colegas que intervienen en la administracién del es-
tado y permitiendo que los més incapacitados desempefien los cargos
que por derecho nos pertenecen. Esa conducta negativa ha dado en-
tonces sus frutos. En un plazo verdaderamente corto la completa so-
cializacién de la medicina ejecutada por personas extrafias a la pro-
fesién, se cumplira en nuestra patria, en medio del silencio culpable
cel cuerpo médico.

Desde estas columnas de ANTIOQUIA MEDICA que llega a la
raayoria de los médicos colombianos, queremos llamar la atencién de
todos los integrantes de las profesiones médicas y paramédicas e in-
vitarlos para que nos levantemos y al unisono hagamos saber a los
dirigentes del estado que no permitiremos ser suplantados en nuestros
derechos, que si bien no nos sustraemos al destino social de la profe-
sién, no podemos permitir que la socializacién se haga a nuestras es-
paldas y que reclamamos nuestra representaciéon en el manejo de la
Republica y la direccién de los organismos encargados de velar por la
salud de nuestros conciudadanos.

La experiencia lamentable vivida en otros paises en donde ello
ha sucedido y en donde el médico ha descendido de categoria y se ha
convertido en un mero instrumento de estado, nos muestra el camino.

Si no queremos tener la misma suerte de los médicos de Espafia
v Cehile para no mencionar sino esos dos ejemplos, no tenemos maéas
cue callarnos y someternos, pero si anhelamos la vivencia plena de la
personalidad del médico, opongadmonos de todas maneras a la adop-
cién de tales reformas. A . R. C.
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MEMORIAS CIENTIFICAS ORIGINALES

ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAR PARA LA DEMOSTRACION DE CUATRO
FRACCIONES DE HEMOGLOBINA EN LA SANGRE DE LOS NINOS
RECIEN NACIDOS

ALBERTO ECHAVARRIA, M. D *
CONSUELO MOLINA, M. T. **
NORMAN HARRY, M. D. #*=*

La hemogliobina fetal fue descubierta en 1836, cuando Von Kor-
ber demostré que la sangre placentaria se comporta de manera di-
ferente a la del adulto cuando se trata con alcalis fuertes. Se ha es-
tablecido que en individuos normales después del primer afio de
vida, la concentracién de hemoglobina fetal se encuentra por debajo
de 2945. En el cordén umbilical la proporcién de hemoglobina fetal
flucttia entre 45 y 90% del total (1). Entre nosotros la cifra prome-
dio fue de 52% en un estudio verificado hace varios afios (2).

El método mas usado para medir la concentraciéon de esa hemo-
globina es el de Singer y col., basado en la desnaturalizacion al alcali
(3), que es simple en su técnica aunque los resultados son poco exac-
tos cuando las cifras son muy bajas o muy altas (4), Robinson y col,
han logrado separar el componente fetal de la hemoglobinadel adulto
mediante la electroferosis en agar con buffer de citratos a pH 6.2.
(5). Loos mismos resultados fueron obtenidos por Marden y Conley (6).

Aunque la hemoglobina fetal se ha considerado generalmente un
compuesto homogéneo, algunas publicaciones tienden a probar que
existen diferencias fisico-quimicas que suponen la presencia de mas
de un tipo de pigmento resistente al alcali. Allen y col. (7), han obser-

Seccién de Hematologia.
Seccién de Hematologia.
Residente en Hematologia. Departamento de Pediatria. Univ. de A.
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vado ciertas diferencias cromatograficas y de cristalizacién en la he-
moglobina de tipo fetal. Herman (8), por medio de la electroforesis
en gel de almidén y buffer adicionado con detergentes catidnicos,
demostrd varias fracciones de hemoglobina fetal en sangre de cordén
umbilical y en individuos talasémicos. Por otra parte, en nifics re-
¢ién nacidos, se han descrito algunos componentes menores de hemo-
globina distintos al pigmento fetal que representan anormalidades
dependientes de las cadenas alfa, entre ellas la llamada hemoglobina
de Bart (gama 4) y la hemoglobina H (beta 4).

Recientemente Naiman y Gerald, han encontrado dos componen-
tes “fetales” en todos los cordones umbilicales, en sindromes tala-
sémicos y en individuos que presentan cantidades aumentadas de he-
moglobina resistente al alcali, por medio de la electroforesis en agar
con buffer de fosfatos a pH 6.2 (9).

El presente articulo se refiere al estudio de tres fracciones de
tipo fetal encontradas en la sangre de cordones umbilicales normales,
mediante un método nuevo de electroforesis en gel de agar, desa-
sarrollado por nosotros.

MATERIAL Y METODOS

Las muestras de sangre del cordén umbilical fueron tomadas en
el momento del parto, en el Departamento de Obstetricia, Hospital
de San Vicente de Patl de Medellin y fueron sometidas a electrofo-
resis el mismo dia de su obtenciéon. Las sangres de los nifios lactantes
fueron obtenidas en el Hospital Infantil, de pacientes hospitalizades
con enfermedades no hematolégicas. La solucion de hemoglobina fue
preparada por los métodos usuales descritos anteriormente (10). Los
hemolizados fueron sometidos a las siguientes pruebas: 1). Desnatu-
ralizacién al alcali, por el método de Singer y col. (3). Electrofore-
sis en papel a pH 8.6 con buffer barbital seglin la técnica de Chernoff.
3). Electroforesis de agar citratos seglin el método de Robinson y col.
(2). 4). Prueba de ciclaje con metabisulfito al 2%

Los datos obtenidos por los métodos anteriores fueron compara-
dos con los hallazgos encontrados mediante un nuevo método de elec-
troforesis en gel de agar desarrollado en nuestro laboratorio y cuya
técnica es la siguiente:

Preparacién de las soluciones buffer: Se utilizan dos soluciones
huffer en un sistema discontinuo.
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de la camara con tiras de esparadrapo. Dejar pasar la corriente eléc-
trica a 165 voltios durante 2 horas. Secar las laminas de agar en la
estufa a 40-50 grados. Es aconsejable hacer un corte transversal en
el agar a 2 cms. de un extremc para evitar que se abra la incision
central. Colorear las placas con Amido Negro 10 B (1 gramo de co-
lorante, 100 cc. de metanol, 100 cc. de agua destilada y 10 cc. de acido
acético glacial). Decoiorar el fondo con acido acético al 5% sin agitar
excesivamente para evitar que se desprenda el agar de las placcas.
Los diagramas asi obtenidos, después de secos, pueden ser medidos
cuantitativamente con un densitémetro.

RESULTADOS

Con el método anterior, se produce una separaciéon clara de va-
rias fracciones de hemoglobina en sangre de cordén umbilical. La
emigraciéon de las fracciones “fetales” se hace en el sentido del polo
negativo como es usual en los métodos de agar a pH acido, mientras
gue la hemoglobina A emigra ligeramente hacia el polo positivo.
Tres distintos diagramas pueden ponerse en evidencia segin la edad
de los pacientes.

Cordén umbilical: En todos los casos, la hemoglobina del cordén
umbilical se separ6 en 4 bandas. Una primera banda, situada hacia
el polo positivo, corresponde a la hemoglobina A. Las tres bandas
restantes emigran hacia el polo negativo y corresponden a fracciones
de tipo fetal, como se aprecia en la figura 1. La movilidad de las ban-
das con movimiento catédico es independiente de la cantidad de cada
una de ellas, pero no sucede lo mismo con la hemoglobina A, la cual
se desplaza mas ampliamente hacia el polo negativo cuando la can-
tidad de ella es mayor. Este modo de emigracién estd en concordan-
cia con otros métodos de electroforesis a pH acido (5-6). Provisio-
nalmente hemos designado las bandas “fetales” con los nombres -1,
F-2 y F-3, por estar situadas cerca a la posicién de la hemoglobina
I, en métodos similares en agar en medic acido.

Nifics después del nacimiento: En los primeros 15 dias de vida,
el diagrama electroforesis fue igual al observado en la sangre del
cordén umbilical. Después de este periodo se observd una disminu-
cién progresiva de la banda F 3, la cual desaparecidé en todos los ni-
fios mayores de tres meses de edad. La banda F 2, disminuydé pro-
gresivamente hasta los 6 meses de edad y desaparecié durante el se-
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gundo semestre de la vida. La banda F 1, permaneci6 durante todo
el primer afio de vida, notandose un aumento progresivo durante el
primer semestre. Esta Gltima banda fue la tinica que se encontrd
normalmente en nifios pre-escolares, escolares y adultos (ver foto 1).

Hemeoeglobinas anormales: Las hemoglobinas anormales como la
S y la C, se separan completamente de la hemoglobina A, hacia el
polo positivo. Cuando el contenido de hemoglobina A es muy bajo
(menos de 20%), tal como sucede en la talasemia hemoglobina S, la
banda de hemoglobina A, se sitla muy cerca de la S, haciendo dificil
la apreciacién.

La hemoglobina D, no separa de la hemoglobina A, lo cual per-
mite diferenciarla de la hemoglobina S. (10). En general, 1as hemo-
globinas anormales se comportan de manera semejante a la observa-
da en otros métodos de agar a pH acido (5-6). Una excepciéon a lo
anterior es el comportamiento de la hemoglobina J, en su variante
J. Baltimore, la cual se separa de la hemoglobina A, en el sentido
del catodo (10). Debe anotarse que las hemoglobinas llamadas “rapi-
das”, como la K, N, J, I, H, no separan de la hemoglobina A, por el
método de agar citratos (16), ni por el método de agar fosfatos (9).

Pairén electroforético en oiras enfermedades: En un paciente con
talasemia mayor el diagrama fue semejante al observado en ninos
tecién nacidos (F, 1, F 2, F 3). En individuos con rasgo talasémico,
talasemia-Hemoglobina S y talasemia-Hemoglobina C, se observaron
siempre 2 bandas, F 1 y F 2. Tres bandas ‘fetales”, fueron observa-
das en un caso de talasemia-hemoglobina S. La banda F 2, fue mas
evidente cuando la hemoglobina resistente al alcali estaba aumenta-
da. Dos bandas, F 1 y F 2, fueron encontradas en individuos con per
sistencia hereditaria de hemoglobina fetal.

En anemia falciforme se encontraron siempre dos bandas (F 1 y
y I' 2) y en algunas ocasiones, especialmente en nifios de corta edad
se encontré una pequefia cantidad de F 3. En rasgo falciforme se
encontraron frecuentemente 2 bandas F 1 y F2, pero en el rasgo A C,
solamente una banda F 1, fue observada en los casos estudiados.

Doble banda, F 1 y F 2, fue encontrada en esferocitosis heredita-
ria, en anemias hemoliticas auto-inmunes en crisis, en hemoglo-
binuria por sensibilidad a la primaquina, en leucemia aguda y en
anemias aplasticas.
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En lactantes, con ictericia prolongada después del nacimiento
(enfermedad hemolitica por incompatibilidad, sepsis del recién na-
cido, atrepsia de vias biliares, hepatitis), se obsorvé un retardo en la
evolucién normel de las tres bandszs, encoiatiancise un patron elec-
troforético similar al del cordén umbilical, en nifios con edades va-
riables entre 1 y 4 meses.

Variaciones en nifics menores de 1.000 gramos de peso: Nifios
prematuros por peso y por edad de gestacién se estudiaron para ob-
servar el porcentaje de las fracciones fetales en relaciéon con la edad
fetal. Los resultados pueden verse en el cuadro siguiente:

Feto Gest. Peso Fl F2 F3 A Desnat.
No1l Alcali
1 25 900 2.3 82.5 5.9 9.4 52.7%
Semanas gmos.

2 24 870 3.2 85 B0 6.4 60.5%
Semanas gmos. )

3 22 500 1.7 56 27 5.0 - - -

Semanas gmos.

Aundque el corto nimero de casos no permite sacar ninguna con-
clusién, llama la atencidén el aumento de la fraccién F 3 en el feto mas
inmaduro en peso y edad.

Efecios producidos por la exanguino-transfusién: Se demostrd una
disminucién progresiva de las bandas F 2 y F 3 en la sangre obteni-
da del cateter umbilical después de la substitucién de 250 cc. y 500 cc.
de sangre, en un niflo que padecia de incompatibilidad al factor Rh.
En un segundo caso semejante, que requiri6 tres exanguino-transfu-
siones en dias consecutivos mostr6 también una disminucién marea-
da de las fracciones F' 2 y F' 3 y después de la tercera exanguino-trans-
fusién, el patrén electroforético era semejante al de un nifio de 6
meses de edad. (ver fig. 2). Estos hallazgos demuestran que las frac-
ciones “fetales”, no son producidas por un artefacto del método y ha-
cen suponer que son de origen fetal.

Valores normales en el cordén umbilical: Se estudiaron 378 cor-
dones umbilicales, tomados en nifios sanos. No hubo selecciéon por
reso, edad de embarazo o estado patolégico de la madre. Los resulta-
dos son los siguientes:
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Hb.A Fl1 F2 F3 Desnatur.
al alcalil

Cifra maxima — 6.3 89 175 90
Tifra minima - - 0.5 36 1 36
Promedio aritmético: 20.7 3.2 69 6.8 54

Del analisis de las cifras anteriores puede deducirse: &) que la
fracciéon F 2 presenta cifras similares a l2s de 12 hemoglobina resis:
ente al alcali. El promedio es un poco mayor en el método electro-
forético tal como ha sido demostrado con el agar citrato. (11-4). Esta
diterencia ha sido atribuida a que la desnaturalizacién por el método
de Singer, elimina en parte la hemoglobina desnatural’zada en lus
etapas de precipitacién y filtracién, disminuyendo aproximadamen-
te en 10% la cifra real, cuando la hemoglobina fetal es alta (12). b)
que la cifra de la fraccién F 1, es siempre baja y que la fraccién F 3,
varia ampliamente de caso a caso.

Variaciones cuantiiativas en el primer afic de vida: Se estudiaron
en total 132 nifies en grupos de 10 a 25 para cada edad grupal. Los re-
sultados estdn ccmprendidos en los cuadros Nros. 3 y 4.

La fraccién F 1 que era de 3.6% en promedio en sangre de corddén
umbilical aument6 progresivamente hasta los seis meses de vida, des-
pués de los cuales se estabilizé en cifras aproximadas de 12%.

IL.a fraccion F 2, disminuyd rapidamente desde cifras ce 69%
en el cordén umbkilical hasta niveles de 13% en el tercer mes de vida.
Esta disminucion continué hasta desaparecer la banda alrededor del
ano de edad.

CUADRO N° 4
FRACCIONES “FETALES” Hemogl.
Edad F1 F2 F3 Resistente Hemogl.
al aleali A2
Corddén umbilical 3.2 69.2 6.82 54.4 0
1 mes 3.7 57.7 4.1 46. 0.23
2 meses 5.9 45.6 2.1 26.3 1.17
3 meses 5.7 23.1 0.2 15.6 2.6
4 meses 8.1 13.1 0 7.1 2.75
5 meses 9.6 12.7 0 T.D 2.74
6 meses 11.8 8.05 0 5:3 32
7 meses 11.5 1.9 0 3.3 3.3
8 meses 1207 0.5 0 3D 33
9 meses 12.2 1.8 0 2.9 2

Promedio aritmético de las fracciones hemoglobinicas de tipo fetal y hemec-
mogiobina A2, durante el primer aho de vida en 132 ninhos estudiados
rendemic Malaria. Trans. Roy. Soc. Trop. Med. & Hyg. 59: 395-414, 1935
diomediastinal. Aldherencias diafragmaéticas.

o

)
(¥}
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Fig. N9 1. Evolucién de las fracciones F 1, F 2 y F 3, durante el primer afc
de vida. Notese el aumento progresivo de la fraccién F 1, la disminuciéon de
la fraccién F 2 y la desaparicién de la fraccion F 3 a partir
del tercer mes de vida.



La fraccién F 3 se redujo progresivamente desde niveles de 6.8%
hasta los tres meses de edad, cuando desparecié completamente.

El hecho més significativo de este estudio es el paralelismo ob-
servado entre la curva de la hemoglobina resistente al alcali y la
fraccién de F 2, lo que afiade evidencia a la suposicién de que estas
dos hemoglobinas son hemoglobinas fetales.

La desaparicién de la fraccién F 3 en los tres primeros meses de
la vida indica que este pigmento estd relacionado a la hemoglobina
F, como se demostrard posteriormente.

Experimentos para la identificacién de las ires bandas: Se com-
probd que las tres bandas “fetales” del cordén umbilical correspon-
den a pigmentos hemoglobinicos y no a componentes protéicos
no hemoglobinicos del hemolizado; las tres bandas, colorearon con
bendizina, nitruprusiato y agua oxigenada, demostrando la presencia
de ferri-heme (13), que es caracteristico de los pigmentos hemoglo-
binicos.

Para identificar si las fracciones eran hemoglobinas menores nor-
males del cordén umbilical, se separaron por medio de la eletroforesis
en bloque de almidén las fracciones A 1, A 2, A 3 y fetal, de una
muestra de sangre de adulto y de un cordon umbilical. Estas hemo-
globinas ya separadas y concentradas fueron estudiadas por el méto-
do de gel de agar en Tris-Edta-Borato a pH 6.2. Los resultados fueron
los siguientes: la hemoglobina A 1, se situd en la posicién de la he-
moglobina A. La hemoglobina A 3, se dividié en dos partes, una ma-
yor que se situd en la posicién F 1 y una pequefia parte, en la posicién
de la hemoglobina A. La hemoglobina A 2 se separé también en dos
fracciones, una mayor en la posicién de F 1 y una menor en la po-
sicién A. Por su parte la hemoglobina F y un pequefio componente
en F 3.

De estos experimentos se deduce que la fraccién F 1 es una mez-
cla de hemoglobina A 3 y A 2 y posiblemente proteinas del estroma
celular, semejante en su composicién a la banda X 1 encontrada por
Naiman y Gerald (9).

De las experiencias anteriores también se concluye que la hemo-
globina fetal forma el componente F 2 y F 3. Esta tltima banda obser-
vada solamente en nifios recién nacidos, hizo suponer que se trataba de
un producto derivado de la hemoglobina fetal, posiblemente una forma
oxidada, es decir, metemoglobina, ya que los nifios recién nacidos
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t{ienen una deficiencia en la actividad enzimatica eritrocitica (13, 14, 15)
Para comprobar esta suposicion se trataron hemolizados normales
del cordén umbilical con pequefias cantidacdes de substancias oxidan-
tes para provocar experimentalmente la formacién de metemoglobi-
na. A un cc. de hemolizado se agregaron 0.1 cc. de nitrito de sodio o
ferricianuro de potasio al 1% y con estas soluciones de metamoglobina
se hicieron electroforesis que demostraron que la banda de hemoglo-
bina F 2 desaparece y en su lugar aparece una gran banda en la po-
siciéon F 3, lo cual demuestra que esta Gltima banda estd formada por
metemoglobina F. Estudios semejantes verificados con sangre de adul-
to normal no demostraron la aparicién de la banda F 3 ni modifica-
cién alguna en la posicién de la hemoglobina A, lo que afiade eviden-
cia a que la metemoglobina del cordén es de tipo fetal (metemoglo-
bina F). (ver figura N°¢ 5).

Fig. N° 2. Efectos de la exanguino-transfusion sobre las diferentes fracciones

de la hemoglobina del cordén umbilical, separadas por electroforesis en agar-

TEB a pH 6.2. Obsérvese la disminuciéon progresiva de los componentes F 2
y F 3, después ide la substituciéon con sangre de un adulto.
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Estudio de las hemoglcbinas anormales en corddén umbilical. So-
bre un total de 378 cordones umbilicales estudiados se encontraron
9 con hemoglobinas anormales. Esto representa un promedio de 2.38%.
De estos 9 casos, 7 correspondieron a hemoglobina S, en forma he-
terozigote y 2 a rasgo de hemoglobina C, lo cual arroja un promedio
de 1.85% para rasgo falciforme y 0. 53% para rasgo de hemoglobina
C. Estas cifras son ligeramente superiores a las obtenidas en adultos
en experiencias hecha en 1.000 dadores de Banco de Sangre por noso-
tros, por el método de metabisulfito de sodio, estudio que fue pre-
sentado a la Academia de Medicina de Medellin en 1956. La concen-
iracion de estas hemoglobinas anormales en el cordén umbilical pue-
de detallarse en el cuadro siguiente:

Cordén umbilical Hemogl. anormal Porcent. de Hemogl.
Ne 13 € 8.4%
Ne 51 S 7.05%
N° 90 S 3.2%
N° 103 S 3.7%
N° 146 S 8.6%
N° 176 S 3.9%
Ne 232 S 14.%
N°e 235 S 3.9%
N° 254 C 14.6%

En ninguno de los pacientes con hemoglobina anormal se encon-
traron variaciones de los componentes F 1, F 2 y F 3. Merece des-
tacarse que con este método fue posible poner en evidencia peque-
nas cantidades de hemoglobina anormal como en el caso N° 90, que
solo contenia 3.2% de hemoglobina S.

COMENTARIOS

El método de electroforesis propuesto en este articulo, difiere de
otros métodos que usan como medio de soporte el gel de agar y buffer
acido, en los siguientes aspectos: 1) Utiliza un sistema buffer dis-
continuo con boratos en los vasos y tris-edta-borato en el puente,
lo cual produce una mejor separacién de las fracciones de hemoglo-
bina. 2) La concentracién iénica es muy baja, lo que evita el calen-
tamiento del agar durante el proceso de electroforesis. La corriente
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aplicada es también relativamente baja y el tiempo de la prueba es
muy corto, lo cual impide la formaciéon de artefactos por desecacion
del gel.

La separacion de tres fracciones de tipo “fetal”, es un hallazgo
importante que merece discutirse. La fraccién F 1 ocupa una posiciéon
semejante a la banda X 1 descrita por Naiman y Gerald, y ambas
estdn compuestas por hemoglobina A 3, A 2 y posiblemente compo-
nentes proteinicos del estroma celular. Merece destacarse que la he-
moglobina A 3 no se separa de la hemoglobina A, en el método de
agar citrato (5-6), como loha demostrado Minnich (11). El aumento
progresivo de la fracciéon F 1 desde el momento del nacimiento hasta
los 6 meses de edad se puede explicar porque en el recién nacido
normalmente se encuentran muy disminuidos algunos componentes
que entran a formar parte de esta fraccion: la Hemoglobina A 2 esta
casi ausente durante los 3 primeros meses de la vida y el componente
protéico no hemoglobinico formado por enzimas es también bajo de-
bido a la deficiencia enziméatica en esta época (colinesteras, glioxi-
lasa, catalasa, anhidrasa carbdnica y otras). (13, 16, 17). Estos com-
ponentes adquieren los niveles de adulto a los 3 meses de edad.

La fraccién F 2 presenta las caracteristicas de la hemoglobina
F, ya que esta banda y la correspondiente a la hemoglobina resisten-
te al alcali presentan una curva de correlaciéon paralela durante los
6 primeros meses de la vida. (ver figura 3). La desapariciéon de la
banda de hemoglobina fetal después de los 6 meses de edad estd en
concordancia con los hallazgos de Naiman y Gerald, con el método
de agar fosfatos.

La fraccién F 3 merece una discusion especial, ya que esta frac-
cién no ha sido descrita previamente con otras técnicas de electrofo-
resis. Este compuesto es diferente al observado en agar citrato a pH
6.2, entre la hemoglobina A y F, ya que este Ultimo se encuentra ex-
clusivamente en hemolizados viejos (11); en nuestro método se encon-
tré en todas las muestras de cordén umbilical recién extraidas y ana-
lizadas inmediatamente. Asimismo, las bandas encontradas por Hoer-
man, denominadas también F 2 y F 3, no son claramente diferencia-
das y fueron obtenidas con buffer alcalino a pH 8.4 en gel de almidén
adicionado con detergentes catiénicos (TMOD), que al menos tedri-
camente pueden producir artefactos por desnaturalizacién y fraccio-
miento proteinico (18).

De acuerdo con los experimentos descritos anteriormente en este
articulo, podemos afirmar que el componente F 3, es una hemoglo-
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bina oxidada en forma de methemoglobina y derivada de la hemoglo-
bina fetal exlusivamente. Esta methemoglobina F, tiene en nuestro mé-
tedo una emigraciéon mas lenta que la hemoglobina fetal, posiblemente
porque en general todos los compuestos methemoglobinicos tienen una
emigracién electroforética mas lenta que la hemoglobina que les da
crigen (19).

El significado fisioldgico de la presencia de methemoglobina F en
todos los nifics recién nacidos y en los tres primeros meses de la vida
puede explicarse por los defectos metabdlicos de la oxidacién y re-
duccién de la hemoglobina dentro de los eritrocitos, hecho bien cono-
cido que ha sido objeto de recientes revisiones (17).

La methemoglobina se origina por un mecanismo de oxidacién ca-
tabolica de la hemoglobina dentro del glébulo rojo, cuando este en-
vejece. La concentraciéon de este pigmento en el nifio mayor y en el
adulto es minima ya que el mecanismo normal de la célula reduce la
hemoglobina oxidada por medio de un sistema dependiente del di-
piridilnucledtico (DPHN) (12). En el nifio recién nacido este sistema
es deficiente y solamente alcanza niveles semejantes a los del adulto
después de los tres meses de la vida (20). Esta deficiencia provoca la
zcumulacién de methemoglobina en la sangre de los recién nacidos co-
mo lo han demostrado Ross y Desforges (21), debido a ols bajos va-
lores de (DPNH) hasta el tercer mes de vida (14, 20, 22). Todas estas
alteraciones metabdlicas se reflejan clinicamente en la susceptibili-
dad del nifio recién nacido a la accién de drogas o substancias quimi-
cas oxidantes, las cuales desencadenan cianosis o hiperbilirubinemia,
en tanto que dosis similares no producen el mismo cuadro en niios
mayores o en adultos. Se han descrito crisis de methemoglobina por
ingestion de pequenas cantidades de nitritos contenidos en el agua
del acueducto y por contacto con ungiientos de benzocaina, resorci-
na, ingestion de subnitrato de bismuto y colorantes anilinicos (11, 16).
El sindrome es debido a la falta de actividad de la enzima methemo-
globina reductasa o diaforasa. Las experiencias de Kunzer han de-
mostrado que este fermento es defiicente hasta los tres meses de
edad y Kravitz y col.,, han encontrado deficiencia hasta los 70 dias
de edad y niveles méas bajos para los nifios prematuros (23).

De acuerdo con las observaciones anteriores, la demostracion de
una banda de methemoglobina por el método de eletroforesis en la
sangre de los recién nacidos, seria producida por la anormalidad en
el metabolismo del eritrocito y es altamente significativo que esta
forma de la hemoglobina se encuentre en proporcion decreciente has-
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ta el tercer mes de la vida, cuando el DPHN y la metemoglobina re-
ductasa alcanzan los valores normales del adulto. De la misma ma-
nera la demostracién de una cifra de 27% encontrada en una de los
prematuros estudiados estd de acuerdo con la deficiencia mayor ob-
servadaen prematuros (16, 17, 22).

Efectos producidos por los nitritos sobre las fracciones hemoglobinicas
del recién nacido y del adulto. Notese en el N© 1, las tres fracciones de he-
moglobina de tipo fetal y la hemoglobina A. En el N°? 2, la fraccién F 2 ha
desaparecido y en su lugar se observa un aumento de la fraccion F 3. En
el 4, se puede apreciar que la sangre del adulto no sufre la misma alteracion.

1 Sangre de cordén umbilical norma.
2 La misma muestra de sangre del
cordén umbilical, reducida con ni-
trito de sodio.

Sangre de adulto normal.

4 La misma muestra de sangre de a-
dulto reducida con nitrito de sodio.

w
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Es importante destacar que la hemoglobina F 3 (metemoglobina)
cea un producto de la oxidacion de la remoglobina fetal y no de la
kemoglcbina A Kunzer ha encontrado que la hemoglobina F es mas
facilmente oxidable que hemoglobina A y que la tendencia a la
oxidacién es dos veces mayor en la hemoglobina F. Nosotros hemos
cemostrado que la oxidacién experimental por los oxidantes, tales
como el nitrito y el ferricianuro, agregados a la sangre del recién
nacido y a la del adulto en la misma concentracién no producen al-
teraciones en el patrén electroforético de la hemoglobina A y en
cambio provocan la conversidon de la banda F 2, compuesta por he-
moglobina fetal, en el componente F 3 o methemoglobina fetal.

Este concepto permite diferenciar dos tipos de methemoglobina:
1) La methemoglobina del recién nacido que se deriva de la oxi
dacién de la hemoglobina fetal. 2) La methemoglobina del adulto y
del nifio mayor que se deriva de la oxidacién de la hemoglobina A.

La methemoglobinemia del tipo fetal resultaria de las condiciones
inherentes a la sangre del recién nacido entre las cuales merece des-
tacarse: 1) Las altas concentraciones de la hemoglobina fetal en la
peri-natal. 2) El catabolismo exagerado de la hemoglobina F, durante
los dos o tres primeros meses de la vida, demostrable por la marca-
da disminucién de la hemoglobina fetal en la sangre. 3) El tiempo
menor de supervivencia de los eritrocitos, cuyo T % no alcan-
za a ser mayor de los 50 dias (17). La tendencia a una mayor fa-
cilidad en la oxidacién de la hemoglobina F, la cual parece ser dos
veces mayor que la de la hemoglobina A. (16). Estas condiicones po-
drian estar en relacién con algunos sindromes hemoliticos de la edad
neo-natal, descritos en la literatura. El sindrome de picnocitosis in-
infantil descrito por Tuffy y col., se observa solamente durante el pri-
mer trimestre de la vida y estd condicionado a alteraciones del me-
tabolismo eritrocitico en esta edad. Se reconoce por eritrocitos distor-
sionado, densos espinosos, acompafiados de hiperbilirrubinemia y es-
plenomegaalia. Su causa es desconocida, pero se ha podido observar
que hay un mecanismo hemolitico de tipo extra-corpuscular de ca-
racter transitorio (24). Asimismo, el sindrome hemolitico agudo con
distorsién de los eritrocitos descrito por Allison, es una anemia he-
molitica del recién nacido con presencia de cuerpos de Heinz, frag-
mentacién eritrocitica, y disminucién de la catalasa (25). Por su parte,
Gasser, también ha descrito anomalias morfolégicas de los eritroci-
tos (células estrelladas) asociadas a cuerpos de Heinz y solamente en
un periodo de unas tres semanas después del nacimiento (15).
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Recientemente Allen y col. encontraron un componente menor
de la hemoglobina fetal llamado fraccién F 1, en todos los cordones
umbilicales normales y que es siempre constante en relacién al com-
ponente fetal mayor. Su concentracién oscila alrededor del 10% y
se caracteriza por la presencia de un radical acetil unido al grupo
N-terminal de una de las cadenas gama (26). Esta fraccién (hemoglo-
bina F' 1 de Allen) y la fracciéon F 3, encontrada por nosotros por medio
de electroforesis tienen al menos tres propiedades comunes, a saber:
1) El hallazgo constante en todas las muestras de sangre de corddn
umbilical. 2) El porcentaje de concentraciéon, alrededor del 10%. )3 La
presencia de una banda semejante, en casos de talasemia mayor.

Esta misma fraccién ha sido observada por nosotros en ninos ma-
vores de un afo de edad, que sufrian anemias hemoliticas graves, ta-
les como talasemia mayor y anemia falciforme en crisis, en las cuales
se comprobo, ademas que existia un aumento de la hemoglobina re-
sistente al alcali. En estas enfermedades el tiempo de vida de los eri-
trocitos estd disminuido y hay un mayor catabolismo de la hemoglo-
bina con liberacién de pigmentos hemoglobinicos en el suero. (27).
Ciertos investigadores han sugerido que la unién de la hemoglobina
con el glutactién podria producir ciertos cambios en la emigracion
de la hemoglobina fetal envejecida dentro del eritrocito (28).

La aparicién de un patréon electroforético que semeja al del re-
cién nacido o al del lactante en los pacientes con anemias hemoliticas,
parece insinuar un mecanismo regresivo hacia el patrén fetal. Nos
es posible explicar satisfactoriamente la razéon de estas alteraciones
hemoglobinicas, pero teéricamente podria considerarse como un efec-
to de una funciéon anormal de los eritrocitos o de una eritropoyesis
de tipo fetal o extra-medular. Ninguna de estas suposiciones ha sido
demostrada pero pueden ser consideradas como hipétesis de trabajo
para futuras investigaciones.

RESUMEN

Se presenta un nuevo método de electroforesis en agar gel con
buffer Tris-Edta-Borato a pH 6.2, en un sistema discontinuo, que se-
para las hemoglobinas anormales, la hemoglobina fetal y dos com-
ponentes mas. Estas tres ultimas fracciones se han designado provi-
sionalmente con los nombres F 1, F 2 y F 3 y ha sido posible identi-
ficarlos en todas las muestras de sangre de cordones umbilicales nor-
males y en la sangre del recién nacido hasta los tres meses de edad.
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Se demuestra que la fraccion F 1 es una mezcla de hemoglobina
A 3, A2y posiblemente proteinas no hemoglobinicas del estroma celu-
lar. La banda F 2 corresponde a la hemoglobina fetal propiamente di-
cha (hemoglobina resistente al 4lcali) y la banda F 3 esta constituida por
methemoglobina derivada de la hemoglobina fetal (methemoglobina F).

Se presentan los resultados cuantitativos obtenidos en 378 cordo-
nes umbilicales, y se hace un estudio cuantitativo de las fracciones
arriba anotadas, durante el primer afo de vida. Asimismo, se pre-
senta un estudio sobre la incidencia de las hemoglobinas anormales
en la misma serie de cordones, haciendo énfasis, sobre los porcentajes
minimos encontrados.

Se discute el posible significado de los hallazgos y las causas pa-
tolégicas que producen variaciones en el patrén electroforético.

Se sugiere que la methemoglobina encontrada en los nifios recién
nacidos y en lactantes hasta los tres meses de edad sea debida a un
defecto enziméatico en el metabolismo de los eritrocitos, posiblemente
una deficiencia de methemoglobina reductasa.

SYNOPSIS

A new method of agar gel electrophoresis is described. The
technique is based on the use of a discontinuos buffer sytem of bora-
te pH 6.4 and Tris-Edta-Borate pH 6.2,which resolves the fetal band
in three components. These fractions are detected in the umbilical
cord blood of all new born baibes and in the blood of babies up to
three months of age. They were designed as F' 1, F 2 and F 3 bands.

Isolated known hemoglobins such as A 1, A 2, A 3 and F, sepa-
rated by starch block electrophoresis were studied by the new
method.

Fraction F 1 is a mixture of hemoglobin A 2, A 3 and probably,
non hemoglobin proteins. Fraction F 2, is fetal hemoglobin and frac-
tion F 3 is a methemoglobin compound related to hemoglobin F.

A discussion on the significance of these findings is presented.
The authors suggest that the methemoglobin F observed in the early
months of life is a result of an enzimatic defect of the metabolism of
the erythrocytes. This fetal methemoglobinemia seems to be different
from adult methemoglobinemia, derived from hemoglobin A.

A study on abnormal hemoglobins in umbilical cord blood is pre-
sented which demostrates an incidence of 2.38% for abnormal hemo-
globins in new borns of the random population of Medellin. Hemo-
globin S was detected in 1.85% and hemoglobin C in 0.53%.
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RELACIONES ENTRE LA ATEROESCLEROSIS Y LA HIPERTENSION

Nubia Mufoz *
Pelayo Correa *t
Egon Lichtenberger k%

A pesar de que se piensa que la hipertensiéon agrava el proceso
ateroesclerdtico, en algunos paises como Colombia y el Japén (1-2),
existe una alta incidencia de hipertensién, y una baja incidencia de
infarto del miocardio, el cual se considera la complicacién méas fre-
cuente del proceso ateroescleré6tico avanzado. Para tratar de compren-
der mejor este fenémeno hemos evaluado la extensiéon del proceso
ateroesclerotico en las aortas y coronarias de pacientes hipertensos y
no hipertensos de Cali y Bogota. El material pertenece al Proyecto
Internacional de Ateroesclerosis, hecho mediante cooperaciéon de va-
rios patélogos de diferentes paises y que tiene por Investigador prin-
cipal al doctor Henry C. McGill Jr., de la Universidad del Estado de
Lousiana, Estados Unidos.

Las relaciones entre la hipertension y la ateroesclerosis han sido
estudiadas de las siguientes maneras:

1 - Estudios en poblaciones: Se han realizado estudics prospecti-
vos y retrospectivos de este problema En los prospectivos se han to-
mado individuos en diferentes comunidades y se han clasificado en

*  Residente, Dpto. de Patologia, Universidad del Valle.
**  Profesor de Patologia, Universidad del Valle.
*#+  Profesor de Patologia, Universidad Nacionail.
Trabajo realizado mediante una donacién de los Institutos Nacionales de
Salud, Servicio de Salud Publica, Estados Unidos.
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hipertensos y normotensos. Se han observado por periodos variables
de tiempo encontrandose que la morbilidad y mortalidad por enfer-
medad coronaria es mayor en los hipertensos que en los normotensos.
Un ejemplo de este estudio es el que se reaiiza en Framigham, a par-
tir de 1950, planeado para 20 afios (2-3). En los estudios retrospectivos
publicados se han comparado individuos con enfermedad coronaria
con un grupo control (sin enfermedad coronaria) y se ha encontrado
que hay mayor nimeros de hipertensos en el grupo de pacientes con
enfermedad coronaria, que en el control (5).

2 - Estudics experimentales: Se han hecho numerosos trabajos
en animales de laboratorio (pollos, patos, perros y simios), inducién-
doles hipertensién arterial y se ha observado en ellos una mayor ex-
tensién y severidad de lesiones ateroesclerdticas, comparadas con un
grupo control normotenso (6, 7, 8, 9).

3 - Observaciones fisioldgicas y patoldgicas en el sistema vascular.
I.a ateroesclerosis en las arterias pulmonares es poco frecuente com-
parada con la del circuito arterial sistematico. La presiéon en las arte-
rias pulmonares es mas baja que la sistémica. Cuando aumenta la
presién pulmonar, aumentan también las lesiones ateroescleréticas
(10). En el circuito sistémico, cuando hay hipertensién focal, la atero-
esclerosis es mas severa en los sitios de mayor presion. Esto se obser-
va en la coartacion adrtica, el sindrome de Leriche o en cualquier
obstrucciéon arterial. (10). Cuando una arteria coronaria tiene su
origen anémalo en una arteria pulmonar, y la otra nace normalmen-
te de la aorta, la coronaria que nace de la pulmonar, que esta sujeta
a2 menor presion, no desarrolla ateroesclerosis; en cambio la que se
origina en la aorta, sujeta a una mayor presién, presenta lesiones
ateroesclerodticas (11).

De estos tres tipos de evidencia cientifica podemos concluir que
existe una relacién entre la hipertension y la ateroesclerosis, pero no
podemos afirmar que esta relacién sea casual. Con el fin de observar
sobre cual de las etapas del proceso ateroesclerético ejerce su influen-
cia la hipertension, realizamos el siguiente estudio.

MATERIAL

Se estudiaron 1.429 aortas y coronarias de personas de diez a se-
senta y nueve anos de edad, en Cali y Bogota y se clasificaron en dos
gruvos: hipertensos y no hipertensos. Por hipertensos se tuvieron
aquellos con diagnoéstico clinico o evidencia patologica clara de dicho
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MATERIAL

Se estudiaron 1.429 aortas y coronarias de personas de diez a se-
senta y nueve anos de edad, en Cali y Bogotd y se clasificaron en dos
grupos: hipertensos y no hipertensos. Por hipertensos se tuvieron
aquellos con diagnéstico clinico o evidencia patolégica clara de dicho
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sindrome. Seiscientos veintinco hombres y seiscientas mujeres fueron
clasificados como hipertensos y 90 hombres y 114 mujeres fueron
clasificados como hipertensos. Los especimenes fueron enviados a un
laboratorio central con datos clinicos ¥ de autopsia. Alli las lesiones
de acuerdo a métodos visuales, siguiendo la metodologia descrita en
otras publicaciones (12-13). Primero se estimé el porcentzje de la su-
perficie interna afectada por todos los tipos de lesiones aterocesclerdti-
cas y luego se estimé el porcentaje de la intima afectada por cada
tipo de lesion, a saber:

1) Estrias grasas. 2) Placas fibrosas. 3) Lesiones complicadas por
hemorragia, ulceracién o trombosis. 4) Calcificacion. Consideramos
para nuestro estudio solamente las estrias grasas y placas fibrosas,
debido a que el nimero de casos con lesicnes complicadas y calcifi-
cadas era muy pequeio.

RESULTADOS

En el cuadro N° 1 y la grafica N° 1, vemos cémo la hipertension
no ejerce una influencia estadisticamente significativa sobre las es-
trias grasas, pero si sobre las placas fibrosas en todas les edades.

Sin embargo, debido a que las diferencias en las estrias grasas
entre los hipertensos y no hipertensos, a pesar de no ser significan-
tes, casi llegan al limite inferior de significancia estadistica, es po-
sible que con una muestra mayor, dichas diferencias se tornen signi-
ficantes. Al comparar el efecto de la hipertensiéon sobre las placas
{ibrosas (cuadro N¢ 2, grafica N° 2), vemos que este efecto es mayor
en las coronarias de los 10 a los 39 anos, pero de los 40 a los 69 anos
el efecto de la hipertensiéon es mayor en la aorta abdominal.

Como nuestro estudio no tuvo en cuenta la duracién ni la inten-
sidad de la hipertensién, tratamos de juzgar la importancia de estos
factores por medio de su capacidad de preducir hipertrofia cardiaca
en la suposicién de que toda hipertensién importante y sostenida pro-
duce cardiomegalia. Al separar del total de hipertensos aquellos cuyos
corazones pesaban menos de 300 gramos y analizar el incremento de
las placas fibrosas (cuadro N° 3, grafica N° 3), observamos que este
incremento es menor en el grupo de hipertensos con corazones de
menos de 300 gramos de peso que en el grupo total de hipertensos.
For lo tanto, si excluimos del total de hipertensos a los que tienen
corazones menores de 300 gramos, el incremento de las placas fibro-
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CUADRO N° 1

PORCENTAJE DE COMPROMISO DE LA SUPERFICIE DE LA AORTA
Y CORONARIAS POR ESTRIAS GRASAS FIBROSAS EN AMBOS SEXOS
CALI - BOGOTA

NO HI»PERTEI:/T SOS HIPERTENSOS . NIVEL DE

docdad  omoes EPasass P.Whbr.  omes EGeusss P¥w, ECrasms . DoFibrosas
10-19 126 6.81 0.13 14 12.84 2.79 P<0.10 P<0.05
20-29 206 12.12 0.61 24 17.33 3.93 P<0.10 P<0.01
30-39 216 15.62 2.22 31 19.14 6.79 P<0.10 P<0.001
40-49 214 17.22 5.03 35 20.57 13.52 P<0.10 P<0.001
50-59 226 19.60 10.67 45 22.23 26.00 P<0.10 P<0.001
60-69 237 19.59 14.56 55 20.55 23.60 P<0.10 P<0.01
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CUADRO NZ@° 2

PORCENTAJE DE COMPROMISO DE LA SUPERFICIE DE AORTA ABDO-
MINAL Y CORONARIAS POR PLACAS FIBROSAS EN AMBOS SEXOS

CALI - BOGOTA

N¢ de casos % de placas Fib. % \de placas Fib.
A. abdominal coronarias

Grupos Nohi- Hiper- Nohi- Hiper- No hi- Hiper-

deedad  perten. tensos perten. tensos pert. tensos
10—19 126 14 0.05 2.70 0.19 3.73
20—29 206 24 0.63 2.7 0.67 4.85
30—39 216 31 3.74 7.49 2.61 7.97
40—49 214 35 9.26 18.90 4.05 13.04
50—59 226 45 16.89 34.64 8.48 23.03
60—69 237 55 21.50 32.36 11.50 18.72
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sas con relacién a los no hipertensos seria mucho mayor que el ob-
servado en las graficas Nros 1 y 2.

En relacién al sexo (cuadro N° 4, grafica N° 4), a nivel de coro-
narias observamos que la hipertensién obra mas o menos con la mis-

ma intensidad sobre las placas fibrosas de los hombres y de las mu-
jeres.

Coémo podria pensarse que al incluir los casos de enfermedad
coronaria estariamos introduciendo otros posibles factores etioldgicos
productores de ateroesclerosis y por lo tante viciando la comparacion
estadistica, estudiamos el efecto de excluir los casos de enfermedad
coronaria’en un subgrupo. No encontramos diferencias significativas
en el porcentaje de la superficie arterial comprometida por placas
fibrosas en pacientes con infarto asociado o no a hipertension. Por
e'lo no consideramos necesario excluir dichos casos del total.

DISCUSION

De lo anterior podemos deducir que la hipertensién arterial esta
asociada con un aumento de la extension de la superficie arterial com-
prometida por placas fibrosas. El mecanismo por el cual aumentan
las placas fibrosas es desconocido. Podria actuar acelerando el paso
de estrias grasas a placas fibrosas o produciendo nuevas placas fi-
brosas.

Al analizar el efecto de la hipertension en los diferentes sectores,
observamos que es mayor en las coronarias hasta los 40 afios y luego

282 ANTIOQUIA MEDICA



es mayor sobre la aorta abdominal. Posibles explicaciones para este
fendmeno pueden ser las diferencias hemodinamicas en los diferentes
sectores arteriales o diferencias estructurales en las paredes arteriales.

Al estudiar el incremento de las placas fibrosas con relacién al
grado de hipertensién, evaluada de acuerdo al peso del corazoén, ob-
servamos que en las personas con corazén de menos de 300 gramos
de peso, el incremento de las placas fibrosas es menor que en el total
de hipertensos. El incremento de las placas fibrosas es por lo tanto,
aparentemente, directamente proporcional a la duraciéon y la inten-
sidad de hipertension.

El cuadro N? 5 pretende explorar de una manera simplificada y
esquematica la interrelacién entre los diferentes factores etioldgicos
de la ateroesclerosis. Este sindrome tiene 3 tipos de lesiones: estrias
grasas, placas fibrosas y lesiones complicadas. El paso de placas fi-
brosas a lesiones complicadas parece demostrado, pero el paso de es-
{rias grasas a placas fibrosas no estd completamente aclarado.

CUADRO N©@° 3

PORCENTAJE DE COMPROMISO DE LA SUPERFICIE DE LA AORTA
ABDOMINAL Y CORONARIAS POR PLACAS FIBROSAS EN
HIPERTENSOS SEGUN EL PESO DEL CORAZON
CALI - BOGOTA

HIPERTENSOS
Grupos Aorta abdominal Coronarias

de edad % Placas fibrosas % Placas fibrosas
A B A B
10—19 0 2.70 0 3.73
20—29 0 2.77 0 4.85
30—39 3.95 7.49 7.20 7.97
40—49 12.70 18.90 12.10 13.04
50—59 28.20 34.64 18.00 23.03
60—69 35.80 32.36 13.40 18.72
A = HIPERTENSOS CON CORAZONES MENORES DE 300 GRS.
B = TOTAL DE HIPERTENSOS
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Los factores que teéricamente podrian actuar sobre las estrias
grasas son: el terreno genético que determina el sexo y la raza. El
nivel de lipidos sanguineos, sobre el cual influyen otros factores como
la dieta, la obesidad y la diabetes.

Los factores que podrian actuar sobre las placas fibrosas son, en-
tre otros, el terreno genético y la hipertensiéon. El presente estudio
parece indicar que realmente existe una influencia de la hipertensién
sobre las placas fibrosas. Sobre la hipertensiéon actuarian otros facto-
res como la angustia cronica y las enfermedades renales.
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CUADRO NZ©° 4

PORCENTAJE DE COMPROMISOS DE LA SUPERFICIE DE LAS
CORONARIAS POR PLACAS FIBROSAS EN HOMBRE Y MUJERES

CALI - BOGOTA

HOMBRES MUJERES
GRUPOS NO HIPERTENSOS HIPERTENSOS NOHIPERTENSOS HIPERTENSOS
DE N°? de % N° de % N° de % N de %
ED casos P. Fib. €asos P. Fib. casos P. Fib. casos P. Fib.
10—19 58 0.36 3 0 68 0.22 11 7.46
20—29 109 0.88 10 6.39 97 0.45 14 3.30
30—39 93 3.25 11 7.16 123 1.18 20 8.77
40—49 109 4.75 10 14.78 105 3.34 25 14.14
50—59 135 8.40 26 28.83 91 8.57 19 17 .22
60—69 121 11.90 30 15.45 116 11.11 25 21.99




En la produccién de lesiones complicadas podrian actuar muchos
factores, entre ellos la tendencia a la trombosis, de la cual se sospe-
cha que podria estar relacionada con el habito de fumar (3).

Ya hemos mencionado que existen varios paises como Colombia
v Japén con un alto indice de hipertensiéon y una baja tasa de mor-
talidad por enfermedad coronaria. El presente estudio demuestra que
Colombia no es excepcion al efecto agravante de la hipertensiéon so-
bre la ateroesclerosis. Es posible, sinembargo, que el nivel basal de
lesiones ateroescleroéticas, relacionado a otros factores etidlogicos, sea
tan bajo en nuestro pais que la abundante hipertensiéon no alcance a
intensificar las lesiones coronarias hasta el punto de producir una ele-
vada tasa de mortalidad por infartos cardiacos. Podria pensarse que
se requiere un mivel basal elevado para que las placas fibrosas evolu-
cionen a lesiones complicadas y por lo tanto se manifiesten clinica-
mente. Otra explicacién de este fenémeno, podria residir en diferen-
cias en los factores que influyen sobre la producciéon de lesiones com-
plicadas.

RESUMEN

Se estudiaron 1.429 aortas y coronarias de personas de 10 a 69
afios provenientes de autopsias practicadas en Cali y Bogot4. Fueron
clasificadas en dos grupos: hipertensos y no hipertensos. Se encontro
que la accién principal de la hipertensiéon consiste en el aumento de
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las placas fibrosas. Se propone un esbozo de teoria etiopatogénica de
la ateroesclerosis.

SYNOPSIS

There have been studied 1.429 aortas and coronary arteries from
autopsies of patients from 10 to 69 years of age, at the Hospital Uni-
versitario del Valle in Cali and San Juan de Dios in Bogota. They
were classified in two groups, hypertensives and non hipertensives.
There is a direct association between hypertension and the increase
of fibrous plaques in theses arteries. It is proposed a new etiopatho-
genic theory of artericesclerosis.
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PRESENTACION DE UN CASO

ACIDO ETACRINICO EN PACIENTES EDEMOTOSOS +

Dres. Leonel Ospina Rodriguez **

Salomén Bermuidez R. i
Hernén Torres Iregui bt
INTRODUCCION

Debido a que el edema es uno de los problemas mas corrientes en
la préctica médica y que muchos de los diuréticos como la clorotiazida,
los mercuriales, el cloruro de amonio y los antagonistas de la aldoste-
rona no han actuado satisfactoriamente en algunos pacientes, hemos re-
suelto evaluar la respuesta de un nuevo diurético, el acido etacrinico,
primeramente empleado en via experimental por Baer y colaboradores
(1) y que en los tltimos tiempos se ha utilizado en clinica.

Material y Métodos.

Veinte pacientes ingresados al Servicio de Medicina Interna del Hos-
pital Militar Central por edema de diferentes etiologias (Tabla I) fue-
ron sometidos a una dosis variable de Aacido etacrinico. Se les practi-
c6 examen clinico de rutina y los sintomas y signos evaluados en gra-
dos de 0 a 4 de acuerdo con su intensidad (Gréafica I). Se les controls
peso, diuresis, sodio y potasio en sangre, eliminacién de sodio y pota-
sio en orina de 24 horas, durante todo el tratamiento. La dosis inicial
fue de 50 mgs. Si no se obtenia respuesta con esta dosis, se elevaba a
100, a 150 y hasta 200 mgs., repartidos en las 24 horas.

* Trabajo realizado en el Hospital Militar Central, Devartamento de Medicina.
** Instructores de Medicina Interna, Universidad Javeriana, Bogotd - Colombia.
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De los veinte pacientes once eran mujeres y nueve hombres. Las
edades variaron entre 12 y 71 afios, con un promedio de 41 afios.

Las causas del edema fueron las siguientes: insuficiencia cardiaca
congestiva por hipertensién arterial en 5 pacientes; anasarca por sin-
drome nefrético en 3 pacientes; insuficiencia cardiaca congestiva por
Cor Pulmonale crénico en 2 pacientes; insuficiencia cardiaca conges-
tiva por cardioangioesclerosis en 2 pacientes; insuficiencia cardiaca
congestiva por carditis reumética en 2 pacientes; anasarca por intoxi-
cacién hidrosalina en 1 paciente; insuficiencia cardiaca congestiva, ci-
rrosis por cardiopatia congénita en 1 paciente; carcinomatosis en 1 pa-
ciente; edema por cirrosis portal en 1 paciente.

Hallazgos Clinicos.

Se encontraron estertores en 18 pacientes, 7 pacientes con derrame
pleural, 10 pacientes presentaron ascitis, 14 pacientes tuvieron hepa-
tomegalia. Todos presentaban edema de miembros inferiores (Graf. 1).

GRAFICA |
HALLAZGOS CLINICOS

@z antes
BB oespues

N2 de Pacientes

El peso al ingreso varié entre 35 y 86 kilos, con un promedio de
59 kilos. (Gréfica 2).

La diuresis oscilé6 entre 250 y 950 cc., con un promedio de 570 cc.
en las 24 horas. (Gréafica 3).

La tensién arterial varié entre 245/145 y 100/80. Seis pacientes
que tuvieron por encima de 100 mm. de Hg. la presién diastélica y 5
pacientes por encima de 140 la sistélica, fueron considerados como hi-
pertensos.
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GRAFICA 2
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GRAFICA 4

ELIMINACION DE No.y K
EN 48 HORAS
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La dosis oscilé6 entre 50 y 200 mgrs. Cuatro pacientes necesitaron
50 mg.; cuatro necesitaron 100 mgs.; 7 necesitaron 150 mgs. y cinco ne-
cesitaron 200 mgs.

El sodio en sangre varié de 128 a 155 mEq/L., con un promedio de
141 mEq/.

El potasio varié entre 2,8 y 6,4 con un promedio de 4,15 mEq/L.
El cloro fue dosificado solamente en 8 pacientes, oscilando entre

80 y 106 mEq/L. con un promedio de 93 mEq/L.
La reserva alcalina fluctué entre 13,2 y 27,5 con un promedio de
22.50 mEq/L.

Todos los pacientes, con excepcién de tres, venian con dieta sin sal.
El sodio en orina de 24 horas varié entre 50 y 200, con un prome-

dio de 84 mEq/L.

El potasio varié entre 45 y 100 mEq/L., con un promedlo de 36 en
las 24 horas.

Trece pacientes habian recibido tiazida; 11 habian recibido mer-
curiales; 8 habian recibido digital; 1 habia recibido acetazolamida y 1
habia recibido aldactone. (Grafica 7).
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Resultados.

La evolucién clinica de nuestros pacientes fue la siguiente:

De 18 pacientes que presentaban estertores, desaparecieron en 12;
en 6 persistieron en menor intensidad, tres de los cuales tenian lesién
pulmonar severa.

El derrame pleural persistié en dos pacientes, uno de los cuales
tenia carcinoma metastasico a pleura. En 5 pacientes desapareci6 la as-
citis. En todos los 14 pacientes con hepatomegalia hubo notoria dismi-
nucién de ésta y solamente persistié moderadamente en 3.

Solamente 5 pacientes presentaron moderado edema después del
tratamiento.

El peso (gréafica 2) vari6 entre 32 y 73 kilos con un promedio de
51.5 kilos después del tratamiento. La disminucién de peso en las pri-
meras 48 horas varié entre 0 y 7 kilogramos, con un promedio de 3.5
kilos. Solamente 3 pacientes no rebajaron de peso en las primeras 48
horas, uno de los cuales (niimero 17) descendié dos kilogramos al dia
siguiente y otro (caso N? 18), al aumentarse la dosis a 100 mgs., des-
cendié 3 kilogramos.

La diuresis (Grafica 3) de las primeras 72 horas varié entre 900
y 3.500 cc. con un promedio de 2.000. Todos los pacientes duplicaron
su diuresis. 10 pacientes con promedic de mas de 2.000 cc. habian te-
nido una diuresis de 615 cc. antes del tratamiento. Recibieron como
dosis promedio 75 mgrs. de acido etacrinico. El paciente que obtuvo
la mayor diuresis tan sélo recibié 50 mgrs. Dos de los 10 pacientes res-
tantes que orinaron menos de 2.000 cc. (casos 15 y 17) recibieron una
dosis tnica de 50 mgrs. el primer dia. La dosis promedio de todos ellos
fue de 75 mgrs. La presién arterial varié entre 180/100 y 120/80. De

OHAFICA 5

PERDIDA DE PESO EN LAS PRIMERAS 48 HORAS
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los 6 pacientes que tenian TA por encima de 100 la diastélica, descen-
dié en cuatro. En todos hubo un descenso de la presién sistélica entre
90 mm. y 10 mm. con promedio de 50 mm. El promedio de descenso
de la presién diastélica fue de 35 mm. (Grafica 6).

El sodio en sangre vari6 después del tratamiento (Grafica 11) en-

tre 145 y 121 mEq/L. con un promedio de 137 mEq/L. 5 pacientes tu-
vieron un sodio inferior a su control.

GRAFICA 6
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El potasio (Gréafica 9) varié entre 3.2 y 5.9 mEq/L. con un pro-
medio de 4.6 mEq/L.

3 pacientes tuvieron un potasio inferior al control. Solamente un
paciente con 3.4 mEq/L. de Potasio presentd sintomas y signos de hi-
popotasemia, requiriendo tratamiento.

Dos pacientes (casos 2 y 3) presentaron accidente psicético agudo,
uno de los cuales se interpreté como deplecién aguda de sodio, regre-
s6 a su normalidad con regimen clorurado. El otro paciente murié de
endocarditis bacteriana.

GRAFICA 8
DOSIS REQUERIDAS
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El cloro solamente se dosificé en 5 pacientes. Tuvo un promedio de
107 mEq/L.

La reserva alcalina (Gréfica 10) varié entre 13.2 y 27.6 con un
promedio de 22.50.

El sodio en orina de 48 horas (Grafica 4) varié entre 110 y 1.000.
Todos los pacientes en quienes se dosificé la Natriuria, tuvieron una eli-
minacién de sodio doble de su control. Los tres pacientes que no tuvie-
ron natruria significativa estaban con una restriccién total de sodio.
Los pacientes que mas eliminaron sodio (casos 2, 18 y 16) no se les res-
tringi6 el sodio.

La eliminacién de potasio en orina de 48 horas varié entre 50 y
300 mEq/L. con promedio de 113 mEqg/L. Ocho pacientes duplicaron
su eliminacién de potasio.

Todos los pacientes que no habian respondido a los otros diuréticos
respondieron con el Acido Etacrinico. Cinco pacientes a quienes se les
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GRAFICA 9

POTASIO

suministré Tiazida o Mercuriales después de suspendido el Acido Eta-
crinico, respondieron a estos diuréticos. (Gréfica 12).
Algunos de estos pacientes habian sido resistentes a estas drogas.
Las dosis que variaron entre 50 y 200 mgs. con un promedio de
150 grs. al cabo de los 8 a 14 dias de terapéutica continuada era inefi-
caz ,por lo cual nos tocd suspenderla y cambiarla por otro diurético.
Los tnicos efectos secundarios indeseables que tuvimos fueron los
de dos accidentes psicéticos, uno de los cuales regreso.

Discusion.

Los resultados obtenidos después del tratamiento con Acido etacri-
nico estdn de acuerdo con los de otros autores. Desde el punto de vista
clinico, todos nuestros pacientes mejoraron de su edema e insuficiencia
cardiaca congestiva. Los 5 pacientes que figuran con edema después
del tratamiento eran grado I, segiin nuestra clasificacién que equivale
a minimo.

Solamente dos pacientes no respondieron al tratamiento: uno con
carcinomatosis y el otro con sindrome nefrético. El promedio de des-
censo de peso en nuestros pacientes es significativo, si tenemos en cuen-
ta el promedio de 8 kilos entre antes y después del tratamiento. Todos
descendieron su peso, a excepcién del caso N? 20.

Como se observa en la gréfica 3, todos tuvieron una respuesta diu-
rética excelente.

Hacemos énfasis en que la diuresis no dependié de la dosis, ya que
el paciente que tuvo maés diuresis recibié 50 megrs. de Acido etacrinico,
mientras que la dosis para ambos grupos de mas y de menos de 2.000
cc. de diuresis fue en promedio de 75 mgrs. Estamos de acuerdo con
los demés autores (2, 3, 4, 5, 6) en que la maxima diuresis se obtiene
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en los primeros dias para luego seguir con una respuesta refractaria y
una curva plana, como se observa en la grafica 12, para de nuevo, des-
pués de algunos dias, volver a obtener respuesta. Por esta razén reco-
mendamos una terapia intermitente combinada con otros diuréticos en

caso de necesidad.

RESERVA ALCALINA GRAFICA 10
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Tuvimos una accién hipotensiva con Acido Etacrinico en todos nues-
tros pacientes hipertensos, lo cual estd de acuerdo con algunas publi-
caciones (7, 8). No estamos de acuerdo con la publicacién de Cannon
(2) que no encontré ningiin efecto en sus pacientes hipertensos. No
tenemos experiencia con el uso prolongado del 4cido etacrinico en los
pacientes hipertensos, pero las conclusiones de Dollery y Conway (7,
8) es de que el 4cido etacrinico tiene el mismo efecto que las tiazidas,
de que combinado con éstas, o solo con dieta hiposédica es suficiente
para reemplazar inclusive a los bloqueadores ganglionares.

Hubo una tendencia en nuestra casuistica a la hiponatremia, la
cual no es muy frecuente, segiin otros investigadores. Estamos de a-
cuerdo en que la hiponatremia no invalida la respuesta al &cido eta-
crinico, ya que muchos de nuestros pacientes que la presentaron res-
pondieron bien a la medicacién. Un caso de hiponatremia que presen-
t6 accidente psicético durante el tratamiento, regresé con dieta cloru-
rada.

No encontramos con la frecuencia de otros trabajos los efectos hi-
pokalémicos del 4cido etacrinico (2, 7) y sus implicaciones clinicas, ya
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que de los trece pacientes que tuvieron una moderada baja del pota-
sio, solamente en uno hubo manifestaciones clinicas y electrocardio-
graficas que justificaron la terapia con potasio.

No pudimos comprobar la hipocloremia que tan frecuentemente se
acompafa con la administracién de Acido Etacrinico (2) ya que en los
5 pacientes en quienes se dosificé el C1 después del tratamiento no
hubo diferencia significativa. Un hecho destacado durante la adminis-
tracién del 4cido etacrinico es la frecuente alkalosis (por eliminacién
de C1 H ) no fue hallazgo significativo en nuestro estudio. No en-
contramos evidencia clinica de la precipitacién de coma hepéatico en
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nuestro paciente cirrético por alkalosis como ha sido reportado por
otros autores.

Nuestros pacientes confirman el efecto salurético del Acido Etacri-
nico ya que todos tuvieron una eliminacién notoria de sodio por la ori-
na. El efecto natriurético del Acido Etacrinico que es un derivado que-
ténico no saturado del Acido Fenoxiacético, parece depender de la ac-
cién que tiene los receptores enziméticos de los grupos sulfidrilos que
tienen accién en la reabsorcién del Sodio y del Cloro, en los tabulos
proximal y distal y en el Asa de Henle del Nefrén (2, 10, 11, 12). Pa-
rece que no interfiere los sistemas de recambio i6nico de sodio por K
o H. Hacemos notar que la eliminacién de sodio parece estar condicio-
nada a la dieta, ya que los pacientes que més natriuria tuvieron esta-
ban con dieta clorurada.

El aumento de la eliminaciéon de potasio es un dato similar al de
otros estudios, pero sin la frecuente complicacién clinica de hipopo-
tasemia. Parece que la hiperkaluria que presentan los pacientes des-
pués de la administracién de Acido Etacrinico depende de una dismi-
nucién de la reabsorcién del tiibulo proximal, aumento de su secrecién
(via cambio por Ion Na.) en la porcién distal del nefrén o més proba-
blemente por accién de la aldosterona. (2)

Basados en todos los datos anteriores se ha concluido que los pa-
cientes con Hiponatremia, hipokalemia, hipocloremia, acidosis respira-
toria, alkalosis metabdlica o insuficiencia renal, no son problema de
contraindicacién o resistencia para la terapia con Acido Etacrinico.

Los trece pacientes que antes estuvieron sometidos a tratamiento
con otros diuréticos con los cuales no se habia tenido ninguna respues-
ta, nos ponen de manifiesto la utilidad del Acido Etacrinico en los pa-
cientes con edema refractario (6, 13). Algunos pacientes tienen una
respuesta mas potente que con los Mercuriales (Gréfica 12).

No encontramos efectos secundarios indeseables de vémito, dia-
rreas, hiperazoemia transitoria, hipotensién marcada con manifestacio-
nes clinicas. No hubo necesidad de suspender la droga en ningln pa-
ciente por efectos secundarios, ya que estos sélo se presentaron en dos
pacientes que hicieron sindrome psicético, uno de los cuales cedié a
regimen clorurado como ya lo mencionamos.

Las dosis fueron variables y consideramos que cada paciente tie-
ne una respuesta muy individual. La dosis promedio fue de 150 mgrs.
(3 tabletas) y ninglin paciente necesité més de 200 mgrs. (4 tabletas).
Recomendamos iniciar todos los casos con 50 mgrs. (2 tabletas). Si no
es suficiente, al dia siguiente se pueden administrar 150 mgrs. (3 table-
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tas), hasta completar en caso necesario 200 mgrs, repartidos en 50 mgrs.
cada 6 horas, ya que se ha comprobado que el 4cido etacrinico comien-
za a actuar a los 15 minutos; tiene un pico de accién méaximo a las 3 ho-

ras,

co.

y su accién desaparece a las 6 horas.

RESUMEN

Se presentaron 20 pacientes edematosos tratados con acido etacrini-

Todos los pacientes, menos uno, respondieron al tratamiento y sus
sintomas y signos desaparecieron o disminuyeron considerablemen-
te.

En cinco pacientes hipertensos disminuyé la presién arterial en for-
ma significativa.

Todos los pacientes tuvieron una buena eliminacién de sodio y po-
tasio sin alteraciones hidroelectroliticas importantes.

No hubo trastornos secundarios que justificaran la suspensién de la
droga.

La dosis promedio fue de 150 mgrs., pero se hace énfasis en que
cada paciente tiene una respuesta individual. Recomendamos una
terapia intermitente y alin de suplencia con otros diuréticos.

El 4cido etacrinico debe ser empleado en todos aquellos pacientes
con edema refractorio, en los cuales toda terapia haya fracasado y
en aquellos que requieran una terapia rapida y potente.

SYNOPSIS

A presentation of 20 edematous patents treated with Ethacrinic

Acid was made.

All, but, of the patients responded to the treatment and the symp-
toms and signs disappeared or decreased considerably.

The blood pressure fell significantly in 5 hypertensive patients.
Sodium and potasium elimination occurred in all patients without
import hydroelectrolytic alterations.

There were no significant side effect to justify the discontinuation
of the medication.

The average dose was of 150 mgrs., but we must emphasize that
each patient presents and individual reaction. We recommended
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that intermittent therapy be used as well as replacement with
other diuretics.

Ethacrinic Acid must be used in those patients with refractory ede-
mas in which all other conventional diuretics have failed or that
require a prompt and potent therapy.
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REVISION DE TEMAS

MICROSCOPIA FLUORESCENTE

METODOS Y APLICACIONES EN MEDICINA

Dr. David Botero R. *

El presente articulo es una divulgacién general sobre microsco-
pia fluorescente, en relacion con métodos de diagndstico y de inves-
tigacion, aplicables en medicina y biologia. Lo expuesto es un resu-
men bibliografico tomado de publicaciones sobre el tema, asi como
derivado de las experiencias y conocimientos adquiridos en un curso
que sobre Inmunofluorescencia, realizé en 1965, la Organizacién Mun-
dial de la Salud, en Copenhague.

Desde el punto de vista fisico, puede decirse que la fluorescen-
cia pertenece a un grupo de fendémenos naturales descritos como
luminiscencia, en los cuales una substancia emite rayos luminosos,
durante o después de recibir un estimulo fisico o quimico. Este es-
timulo puede ser el calor, como en las l&mparas incandecentes, la
electricidad como en los tubos de nedn o los rayos luminosos, en cuyo
caso constituye la llamada fotoluminiscencia. Esta puede ser de dos
tipos: fosforescencia, como en los niimeros de algunos relojes, en la
que la capacidad de reemitir luz se prolonga por un periodo maéas o
menos largo y fluorescencia cuando esta capacidad esta limitada al
tiempo del estimulo.

La fluorescencia existe naturalmente en algunas sustancias como
fibras elasticas, vitaminas, etc., y en cantidades variables en tejidos

* Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Medicina,
Universidad de Antioquia. Medellin, Colombia.
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eanimales y vegetales; pero existe en su mayor grado en un grupo
de colorantes fluorescentes o fluorocromos, los cuales pueden com-
binarse a tejidos u organismos, que por esta razén se tornan fluores-
centes. Esos colorantes tienen también la gran propiedad de poderse
unir a sustancias protéicas, tales como los anticuerpos, sin alterar sus
propiedacdes fisicas y quimicas, lo que ha permitido utilizarlos en
reacciones inmunolégicas, en las cuales el componente final antige-
no-anticuerpo sera fluorescente.

La luz necesaria para estimular la fluorescencia en las sustancias
que tengan esta propiedad, debe ser muy intensa y de corta longitud
de onda. Esto se logra con luz ultravioleta o con luz azul, las de me-
nor longitud de onda en el espectro luminico. Los cuerpos fluorescen-
tes que son estimulados con esta luz, reemiten otros rayos lumino-
sos de menor intensidad y de mayor longitud de onda, los que pueden
ser cbservados por el ojo humano, usando algunas adaptaciones al
microscopio corriente. (1-2).

EQUIPO PARA MICROSCOPIA FLUORESCENTE (1-2-3)

La luz azul o ultravioleta se obtiene de una ldmpara de mercurio
a presion, la cual genera rayos luminosos de gran intensidad a la vez
que produce intenso calor. Esta lampara posee un reflector con capa
de aluminio asi como lentes colectores de luz. Debe ir en una cabina
metalica fuerte adaptada para eliminar el excesivo calor. La duracién
de la bombilla de mercurio es limitada a aproximadamente 100 a 200
horas de uso, tiempo que varia con el modelo. Su mayor gasto se
origina en el momento del encendido. Lias modificaciones al micros-
copio corrientes o las caracteristicas del microscopio para fluorescen-
cia, son esencialmente dos filtros de luz. El primero, colocado entre
la lampara y el objeto que se observa, tiene por funcién dejar pasar
los rayos luminosos requeridos y detener los que no son efectivos
para originar la fluorescencia. Este grupo de filtros, que se llama pri-
marios, permiten utilizar luz ultravioleta, luz azul o ambas, segin
las necesidades. Puede estar adaptado también de filtros que detie-
nen el exceso de calor. El segundo filtro o grupo de filtros, llamados
secundarios, estan colocados entre el objeto fluorescente y el ojo.
Tienen por funcion detener la luz que ha pasado por fuera de los ob-
jetos que se desean observar. Esta luz que es excesiva, impide muchas
veces la observaciéon y es ademaés peligrosa para el ojo humano. Con
el uso de ese filtro secundario se evita lo mencionado y ademas es
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posible dar un fondo oscuro al campo microscopico, lo cual hace mas
destacada la cbservacion del objeto fluorescente. El equipo y el paso
de los rayos fluorescentes pueden observarse en el esquema de la
figura 1. Los equipos modernos de fluorescencia traen adaptada la

FIGURA N2 1

MICROSCOPIO _ FLUORESCENTE Y ESQUEMA DEL
PASO DE_LOS RAYOS LUMINOSOS

1)iémpara de mercurio

2)raflector 15
»)fiitro del color

4)lentes colectores 12
§)diatragma de la lampara

e)filtros primarios

7)espejo .

8)diofragma del microscopio

9)condensador

10)placa microscopio

{Dobjetivo
12)ocular

13)titro secundario

lampara de mercurio a un microscopio que tiene incorporados los
sistemas de filtros. Si no se tiene este equipo, pueden adaptarse los
filtros a un microscopio corriente y recibir la luz a través de un es-
pejo aluminizado. En cualquiera de las dos circunstancias el proce-
dimiento es igual y puede usarse el condensador corriente de luz
clara. Con mejor provecho, en muchas ocasiones, se debe utilizar ¢l
condensador de campo oscuro y en algunos casos especiales el de
contraste de fase. Cuando la intensidad fluorescente del objeto obser-
vado no es muy intensa, tal como sucede en la mayoria de las reac-
ciones de inmunofluorescencia, el uso de microscopio monocular me-
jora la visibilidad en comparaciéon con el binocular. También es ne-
cesario oscurecer parcialmente el ambiente y adaptar la visién a la
oscuridad.

Los dos principales usos ce la microscopi: flicrez-ente son la tin-
ci6n con colorantes fluorescentes y la inmunofitvoiescencia.
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A -TINCION CON COLORANTES FLUORESCENTES (4-5).

Iste procedimiento se llama fluorescencia secundaria para dife- ;
renciarla de la primaria o natural que es la que presentan algunas
sustancias espontdneamente. Este método es muy sencillo, pues con- i
siste simplemente en mezclar el tejido u organismo que se desea co- ‘\
lorear con una dilucién apropiada del fluorocromo a un pH adecuado. '
Los fluorocromos mas comunmente usados son auramina O y ana-
ranjado de acridina. Los usos de la coloracién fluorescente son muy
variados y pudieran agruparse asi:

Microbiologia y Parasitologia:

La coloracion de bacterias es sencilla y tiene en algunos casos,
ventajas sobre los métodos conocidos. Es el caso del bacilo tuberculo-
so, en el cual la coloracion fluorescente facilita su visualizacion, lo que
ha hecho que algunos laboratorios especializados hayan reemplazado
la clasica técnica de coloracién de Ziehl-Neelsen por el método que
nos ocupa. La tincién de hongos, espiroquetas, leishmanias, tripanoso-
mas y ofros protozoos ha sido bien estudiada y es recomendada por
azlgunos autores.

Histologia, histoquimica y citologia:

En estos campos se ha usado recientemente la coloraciéon fluores- |
cente con mucho éxito. Ha servido para identificar sustancias tisula-
res, tales como enzimas, proteinas, etc., las cuales toman colores di-
ferentes de acuerco con el pH de la preparacion. La coloracién de
células vivas se facilita mucho por este método, debido a la baja con-
centraciéon del colorante usado, lo que permite mejores coloraciones
vitales. Como complemento a la coloracion de Papanicolau, se usa
este método en el diagnéstico de células malignas. En la actualidad
se esta utilizando la tincién fluorescente con fines experimentales,
para estudiar la localizacién y destino de células tumorales emboli-
zadas, en animales con cancer experimental.

Este método simple de tincién con colorantes fluorescentes, cu-
HOS US0S principles acahamos de deseribir, tene &\ nconveniente de

gue lss preparaciones no son permanenies. Esto sucede en todos lo
tipos de coloracién fluorescente, en los cuales las preparaciones p
den progresivamente el color, lo que hace que no sean apropiadas
para almacenamiento.
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Fisiologia y Paiolcgla experimental:

La distribucion y el metabolismo de proteinas en el organismo
de animales de experimentacién se ha estudiado usando el método
fluorescente, al inyectar por via sanguinea o peritoneal, proteinas ho-
moélogas y heterdlogas a las que se ha combinado un fluorocromo. El
método es comparable al que usa sustancias radioactivas y presenta
muchas ventajas sobre el que usa colorantes no fluorescentes, como
Azul de Evans u otros. Se ha usado el método de inyecciéon de pro-
teinas fluorescentes para estudiar la circulacién y la permeabilidad
capilares, para detectar el dafio hepatico experimental causado por
varias sustancias, para conocer la localizacion selectiva de hormonas,
la accion celular de algunas enzimas, las caracteristicas de la fago-
citosis, etc. En todos estos casos el método se basa en la inyeccién de
la sustacia protéica unida al colorante fluorescente y a la posterior
identificacion de la fluorescencia en los tejidos o células del animal
de experimentacion.

B - INMUNOFLUORESCENCIA (1-5).

Los anticuerpos, como proteinas que son, pueden ser unidos a un
fluorocromo, mezcla que al ponerse en contacto con un antigeno es-
pecifico, produce fluorescencia observable al microscopio. Esta es la
base de la inmunofluorescencia, la cual puede usarse con 2 fines: para
identificar un antigeno usando anticuerpos conocidos o para identi-
fcar anticuerpos usando antigenos conocidos. El primer uso es el mas
frecuente y para su ejecucién es necesario producir anticuerpos en
animales. Esos anticuerpos se encuentran en las globulinas del suero
las cuales deben separarse para ser mezcladas con el fluorocromo. Se
tiene ¢si el anticuerpo conocido que se mezcla a la preparaciéon mi-
croscopica en estudio, la cual contiene el antigeno, para observar fluo-
rescencia en caso positivo de especificidad antigeno-anticuerpo. Para
el segundo uso el procedimiento consiste en usar antigenos conocidos
para ser combinados con el nuevo suero, problema donde estdn los
anticuerpos que se quieren investigar.

Preparacion del anticuerpo fluorescenie:

Para obtener el anticuerpo se usa el método de inyecciones re-
petidas de antigenos a animales apropiados, cuyo suero se obtiene
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para ser probado por uno de los métodos comunes con el fin de com-
probar si hay anticuerpos en cantidad aceptable. Las globulinas se
obtienen por el método simple de precipitaciéon con sulfato de amonio
y a ellas se mezcla el fluorocromo. El méas usado y el que mas ven-
tajas tiene es el isotiocianato de fluoresceina, aunque pueden usarse
ntros como la lisamina rodamina B 200 o el 4cido dimetilaminonafta-
lenosulfénico (DANS). Estas globulinas ya conjugadas pueden ser al-
macenadas por largo tiempo a temperatura de 20 g.C y es conve-
niente agregar mertiolato al 1:10.000 para evitar contaminacién bac-
teriana. Estos procedimientos pueden hacerse también con el antisue-
ro no conjugado. En cualesquiera de los dos casos, si se desea un al-
macenamiento por tiempo muy largo, puede usarse la liofilizacion.

En el procedimiento de conjugaciéon del anticuerpo con el colo-
rante debe seguirse una técnica cuidadosa, la cual incluye una etapa
inicial de mezcla de suero con soluciones buffer, la mezcla lenta con
el colorante y la dialisis posterior. Para evitar la presencia de fluo-
rocromo libre, que dara reacciones nesespecificas, es necesario absor-
berlo con polvo de tejidos que no tengan el antigeno con el cual se
esta trabajando. Esta absorcién puede hacerse también con algunas
sustancias como resinas para intercambio iénico (Doweex 2-x4), car-
hén inactivo o filtrando el material a través de una columna de gel
[(Sephadex, DEAE, etc.), que permite la separacion de las globulinas
combinadas. Esta etapa de preparaciéon de anticuerpos fluorescentes
es la mas dificil de todo el proceso de inmunofluorescencia, pero afor-
tunadamente para laboratorios no especializados, existen ya productos
comerciales que ofrecen un buen numero de anticuerpos fluorescen-
tes listos para usar.

Preparacion del antigeno:

Los antigenos para estudios inmunofluorescentes estan contenidos
en tejidos, células o microorganismos. Deben ser colocados en una
placa para microscopio y fijados de tal manera que se conserven en
ella sin perder sus propiedades antigénicas. Los tejidos que se estu-
dian en cortes histolégicos deben, en cuanto sea posible, ser procesa-
dos en frio, usando las técnicas de fijacién con nitrégeno liquido o
hielo seco y un micrétomo refrigerado. Son también apropiados los
rortes por congelacién, aunque algunos antigenos bacterianos y vira-
les se conservan muy bien en los cortes corrientes de parafina. La
escogencia del método histolégico depende del tejido que se estudia
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v del tipo de antigeno que se investiga. Fuera de cortes histologicos
se pueden usar extendidos, frotis, impresiones, cultivos de tejidos en
una sola capa, etc., que contengan virus, bacterizs, protozoos, hongos
o cualquier otro antigeno. En cualesquiera de esos casos la prepara-
cion dete fijarse, para lo cual lo més recomendado es usar etznol o
acetona, segun el antigeno que se estudie.

Estas preparaciones fijadas pueden almacenarse a baja temperz-
tura, si no se usan el mismo dia de su preparacién.

TECNICAS DE COLORACION INMUNOFLUORESCENTE (1 a 6).

a) Método directo: (Fig. 2). El antigeno debe dejarse secar en la
placa para ser cubierto con unas gotas del anticuerpo fluorescente.
Generalmente se deja actuar por 10 a 60 minutos a temperatura am-
biente, aunque el proceso de coloracién puede zcelerarse a 37 g.C.
Luego se lava muy bien por 5 a 20 minutos con solucién buffer, ha-
ciendo agitaciéon y varios cambios. Se acostumbra montar las placas
con glicerina y sellarlas con barniz, si se desea conservarlas por algin
tiempo. Para preparaciones de larga duracién se han ensayado mon-
iajes permanentes con sustancias apropizdas, después de deshidratar
ia preparaciéon. Este método directo es el mas simple y se usa de ap-
cipalmente para identificar un antigenc desconocido partiendo de an-
ticuerpos conocidos. No es apropiado para el estudio de anticuerpos
en suero, pues se requiere la conjugacién con fluorocromo de todas
las muestras de suero que se vayan a estudiar, lo cuzl seria largo y
dificil.

b) Métedo de inhibicién: (Fig. 3) Con este procedimiento se pue-
den estudiar sueros desconocidos sin necesidad de conjugar cada uno
ce ellos. El método se basa en la caracteristica inmunoldgica de gue
un entigeno saturado con su anticuerpo especifico no toma maés de
éste. La primera etapa de la reaccién consiste en mezclar el suero en
csiudio con un antigeno conocido para saturar este de anticuerpos.
En una segunda etapa se le agrega anticuerpo fluorescente especifi-
ro. 51 en el suero problema existian anticuerpos correspondientes al
antigeno usado, el segundo anticuerpo fluorescente agregado no se
unird al antigeno y sera eliminado con el proceso de lavado com-
prendido en el procedimiento, de manera que la preparacién no sera
fluorescente. En caso negativo los resultados seran inversos.

c) Método indirecte: (Fig. 4). Este método llamado también de la
cdoble capa o del “sandwich”, se basa en la capacidad que tienen Ios
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anticuerpos (globulinas) de actuar como antigenos y producir anti-
cuerpos contra ellos. Con estas bases se han podido producir antiglo-
bulinas humanas y antiglobulinas animales que actiian como anti-
anticuerpos. El procedimiento, en el caso de investigar anticuerpos
en suero es el siguiente: se mezcla el suero en estudio con un antige-
no conocido y se obtiene union de ellos en caso de ser especificos. Es-
ta primera etapa es igual a la mencionada en la técnica anterior de
inhibicién, y debe estar seguida de un buen lavado que elimine los
anticuerpos no unidos al antigeno. La segunda etapa consiste en agre-
gar antiglobulina fluorescente, la cual se unira a la globulina (anti-
cuerpo) que se ha adherido al antigeno, en caso de reaccidn positiva.
Este método es mas sensible que los anteriores y méas frecuentemen-
te usado por la gran ventaja de poder tener un elemento fluorescente
Unico que servirad para estudiar cualquier nimero deseado de sueros.
El método indirecto que hemos descrito se usa también para detectar
antigenos usando anticuerpos conocidos. En este caso se sigue el mis-
mo procedimiento de usar las antiglobulinas correspondientes a los
anticuerpos usados, conjugandolas con el fluorocromo.

d) Método de la coloracién del complemento: (Fig. 5). Este méto-
do es muy similar al anterior en su procedimiento y en sus usos, ex-
cepto que el componente fluorescente sera una antiglobulina contra
¢! animal que suministre el complemento, generalmente el cobayo, y
que el procedimiento sélo puede usarse en los casos en que la reac-
cicn antigeno-anticuerpo fije el complemento.

Centroles vy pruebas de especificacion:

Es de absoluta necesidad asegurarse que la coloracién fluorescen-
te aparecida corresponda a la reaccién del antigeno con su anticuer-
po especifico. Ya habiamos mencionado sobre la autofluorescencia
de algunos tejidos y organismos, lo cual hay que tenerlo en cuenta
a2l valorar los resultados. Ademéas hay que hacer una serie de con-
{roles de acuerdo al método utilizado, para asegurar la especificidad
de la reaccién. Estos controles estan descritos en las publicaciones
que detallan las técnicas de inmunofluorescencia.

USOS DE LA INMUNOFLUORESCENCIA.

1. VIRUS Y RICKETSIAS (6-7). Con fines experimentales se ha
estudiado el crecimiento y la localizaciéon de estos organismos en el
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interior de las células. Con este fin, o como medio diagnostico, se pre-
fiere el estudio de cortes histologicos fijados en acetona y preparados
en frio. También se pueden estudiar cultivos de tejidos inoculados
con virus o impresiones hechas de visceras o de material infectado.
Las aplicaciones principales en diagnoéstico son las siguientes:

Influenza: Usando e! métcdo directo es posible detectar el virus
ce la influenza en frotis de moco nasal o en cortes de pulmoén ob-
tenidos post-mortem. En el primer caso la prueba es considerada de
buena sensibilidad y con la gran ventaja de poderse realizar en po-
cas horas.

Neumonia atipica primeria: Usando como antigeno cortes por
congelacién de embriones infectados con el agente Eaton, probable
virus productor de la enfermedad que nos ocupa, se ha podido utili-
zar el método indirecto para descubrir anticuerpos en pacientes qur
presenten esta neumonia.

Rsabia: En impresiones de cerebro es posible identificar el virus
antes de que se formen los corplsculos de Negri. La prueba es mas
sensible que la identificacién de estos corptsculos y ofrece ademés la
ventaja de poder identificar la infeccion en glandulas salivares, don-
de nunca se forman estos.

Herpes simple: Usando liquido de las vesiculas se ha podido iden-
tificar el virus con gran seguridad y rapidez.

Poliomielitis: El método directo se ha utilizado para tipificar los
virus aislados de materizs fecales humanas y que infectaron célulss
de cultivos de tejidos de rinén de mono. Este método es mucho mas
rapido que el de neutralizacion e igualmente seguro.

Tifo murino y epidémico: I os sntigenos de las dos ricketsas se
han podido diferenciar utilizando material de embriones de pollo
inoculados con esos organismos. Este procedimiento tend ria uso en el
estudio epidemiolégico de brotes de tifo.

Otros virus que se han estudiado con los métodos de inmuno-
fluorescencia son los de Herpes zoster, Varicela, Psitacosis, etc. Los
resultades préacticos en diagnéstico de enfermedades virales no son
en realidad tan notorios como en otras enfermedades que menciona-
remcs posteriormente. Lo que si ha amplirdo grandemente la inm--
nofluerescencia es el campo investigativo ea virologia, rama que ‘o-
dos los dias adquiere mayor importancia en medicina. La sola re a-
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cién con el cancer es un tema inagotable, el cual ya se principia a
estudiar por los métodos fluorescentes.

2. BACTERIAS. (1-2-8-9-10). Las pruebas de inmunofluorescencia
tienen varias ventajas sobre los métodos inmunolégicos corrientes. Ellas
son: a) rapidez en la identificacién de los gérmenes, pues puede es-
tudiarse la muestra obtenida directamente del paciente o de un cul-
tivo de enriquecimiento, evitando asi los pasos para identificacion
en otros medios; b) posible identificacion de gérmenes no viables, co-
mo sucede en pacientes que estdn en tratamientos o en muestras cu-
vos gérmenes han muerto por alguna causa; esto se debe a que los
organismos en esas circunstancias no han perdido sus capacidades an-
tigénicas, aunque su vi