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EDITORIAL

UNA CONJURA CONTRA LOS MEDICOS

El panorama que se presenta a los médicos colombianos en el pró-
ximo futuro es realmente incierto pues parece existir una verdadera
conjura de los administradores de fa cosa pública, para colocar a la
profesión en una situación de inferioridad al pretender subyug rrla y
ponerla a su servicio; éllo parece nacer de que se nos juzga incapaces
de orientar y dirigir los servicios de salud y por eso quieren sustraer-
nos el control de sus organismos.

Con el ilógico pretexto de considerar el bienestar social como el
todo, tergiversando así el verdadero concepto de salud, ya definido
por las entidades internacionales como el completo bienestar físico,
mental y social; se quiere entonces faltando a las leyes de la lógica,
considerar como la definición a sólo 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 abarcará, no sólo los servicios médicos sino los de
vivienda y accióncomunal, bajando así de nivel y subestimando por lo
tanto los organismos que deben velar por la salud de los colombianos.

A nivel departamental, pues la interpretación acomodaticia que
se ha dado a la integración de los servicios de salud, en algunos De-
partamentos, vieja ambíción delcuerpo médico, hace que su dirección
se entregue a entidades como las Beneficencias, cuya sola obligación-
es proporcionar los medios para la asistecia pública; con el pretexto
de defenderlas de una pretendida voracidad de los organismoscen-
trales del estado.
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A nivel municipal con la reforma administrativa próxima a adap-
tarse en el Municipio de Medellín, sometida ya a la consideración de
les demás Municipics Colombianos como ejemplar y que conlleva una
colocación de los servicios de salud en un nivel inferior.

Todas estas estructuras tienden a marginar a los médicos de la
administración pública y a convertírnos en sólo un instrumento de
los organismos del estado, sometidos a recibir órdenes y a ser orien-
tados por personas ajenas a la profesión.

No ha sido en vano la conducta adoptada por la inmensa mayoría
de los médicos 'colombianos que en los últimos años han mirado con
malos ojos a los colegas que intervienen en la administración del es-
tado y permitiendo que los más incapacitados desempeñen los cargos
que por derecho nos pertenecen. Esa conducta negativa ha dado en-
tonces sus frutos. En un plazo verdaderamente corto la completa so-
cialización de la medicina ejecutada por personas extrañas a la pro-
fesión, se cumplirá en nuestra patria, en medio del silencio culpable
del cuerpo médico.

Desde estas columnas de ANTIOQUIA MEDICA que llega a la
mayoría de los médicos colombianos, queremos llamar la atención de
todos los integrantes de las profesiones médicas y paramédícas e in-
vitarlos para que nos levantemos y al unísono 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-
sión, no podemos permitir que la socialización se haga a nuestras es-
paldas y que reclamamos nuestra representación en el manejo de la
República y la dirección de los organismos encargados de velar por la
salud de nuestros conciudadanos.

La experiencia lamentable vivida en otros países en donde ello
ha sucedido y en donde el médico ha descendido de categoría 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 España
y Cehile 'para no mencionar sino esos dos ejemplos, no tenemos más
que callarnos y someternos, pero si anhelamos la vivencia plena de la
personalidad del médico, opongámonos de todas maneras a la adop-
ción 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 NIÑOS

RECIEN NACIDOS

ALBERTO ECHA VARRIA, M. D *
CONSUELO MOLINA, M. T. **
NORMAN HARRY, M. D. ***

La hemoglobina fetal fue descubierta en 1886, cuando Von Kor-
ber demostró que la sangre placentaria se comporta de manera di-
ferente a la del adulto cuando se trata con alcalis fuertes. Se ha es-
~ablecido que en individuos normales después del primer año de
vida, la concentración de hemoglobina fetal se encuentra por debajo
de 2%. En el cordón umbilical la proporción de hemoglobina fetal
fluctúa entre 45 y 90% del total (1). Entre nosotros la cifra prome-
dio fue de 52% en un estudio verificado hace varios años (2).

El método más 'Usado para medir la concentración de esa hemo-
globina es el de Singer y col., basado en la desnaturalización 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 hernoglobínadel adulto
mediante la electroferosis en agar con buffer de citratos a pR 6.2.
(5). Los 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 físico-químicas que suponen la presencia de más
de un tipo de pigmento resistente al álcali. Allen y col. (7), han obser-

Sección de Hematologia.
Sección de Hernatología.
Residente en Hernatoéogia. Departemento de Pediatr ia. Univ. de A.
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vado ciertas diferenciascromatográficas y de cristalización en la he-
moglobina de tipo fetal. Herman (8), por medio de La electroforesis
en gel de almidón y buffer adicionado con detergentes catíónicos,
demostró varias fracciones de hemoglobina fetal en sangre de cordón
umbilícal y en individuos talasémícos. P'or otra parte, en niños re-
cién 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 síndromes tala-
sérnicos y en individuos que presentan cantidades aumentadas de he-
moglobina resistente al álcali, por medio de la electroforesis en agar
con buffer de fosfatosa pH 6.2 (9).

El presente artículo 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 cordón umbilícal fueron tomadas en
el momento del parto, en el Departamento de Obstetricia, Hospital
de San Vicente de Paúl de Medellín y fueron sometidas a electrofo-
resis el mismo día de su obtención. Las sangres de los niños lactantes
fueron obtenidas en el Hospital Infantil, de pacientes hospitalizados
con enfermedades no hematológicas. La solución de hemoglobina fue
preparada Q)orlos métodos usuales descritos 'anteriormente (10). Los
hemolizados fueron sometidos a las siguientes pruebas: 1). Desnatu-
ralízación al álcali, por el método de Singer y col. (3). Electrofore-
sis en papel a pH 8.6 con buffer barbital según la técnica de Chernoff.
3). Electroforesis deagar citratos según el método de Robímson y col.
(2). 4). Prueba de ciclaje con metabisuIfito 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:

Preparación de las soluciones buffer: Se utilizan dos soluciones
buffer en un sistema discontinuo.
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de la cámara con tiras de esparadrapo. Dejar pasar la corriente eléc-
trica a 165 voltios durante 2 horas. Secar las láminas de agar en la
estufa a 40-50 grados. Es aconsejable hacer un corte transversal en
el agar a 2 cms. de un extremo para evitar que se abra la incisión
central. Colorear las placascon Amido Negro 10 B (1 gramo de co-
lorante, 100 cc. de metanol, 100 cc. de agua destilada y 10 cc. de ácido
acético glacial). Decolorar el Iondocon ácido acético al 5% sin agitar
excesivamente para evitar que se desprenda el agar de las placcas.
Los diagramas así obtenidos, después de secos, pueden ser medidos
cuantitativamerrte con un densitómetro.

RESULTADOS
Con el método anterior, se produce una separación clara de va-

rias fracciones de hemoglobina en sangre de cordón umbilical, La
emigración de las fracciones "fetales" se hace en el sentido del polo
negativo como es usual en los métodos de agar a p'H ácido, mientras
que la hemoglobina A emigra ligeramente hacia el polo positivo.
Tres distintos diagramas pueden ponerse en evidencia según la edad
de los pacientes.

Cordón umbilical: En todos los casos, la hemoglobina del cordón
umbilícal se separó 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 catódico es independiente de la cantidad de cada
una de ellas, pero no sucede lo mismo con la hemoglobina A, la cual
se desplaza más ampliamente hacia el polo negativo cuando la can-
tidad de ella es mayor. Este modo de emigración está en concordan-
cia con otros métodos de electroforesis a pH ácido (5-6). Provisio-
nalmente hemos designado las bandas "fetales" con los nombres F-1,
F-2 y F-3, por estar situadas cerca a la posición de la hemoglobina
F, en métodos similares en agar en medie ácido.

Niños después del nacimiento: En los primeros 15 días de vida,
el diagrama electroforesís fue igual al observado en la sangre del
cordón umbilical. Después de este período se observó una disminu-
ción progresiva de la banda F 3, la cual desapareció en todos los ni-
ños mayores de tres meses de edad. La banda F 2, disminuyó pro-
gresivamente hasta los 6 meses de edad y desapareció durante el se-
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gundo semestre de la vida. La banda F 1, permaneció durante todo
el primer 'año de vida, notándose un aumento progresivo durante el
primer semestre. Esta última banda fue la única que se encontró
normalmente en niños. pre-escolares, escolares y adultos (ver foto 1).

Hemoglobinas 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 sitúa muycerca de la S, haciendo difícil
la apreciación.

La hemoglobina D, no separa de la hemoglobina A, lo cual per-
mite diferenciarla de la hemoglobina S. (10). En general, lss hemo-
globinas anormales se comportan de manera semejante a la observa-
da en otros métodos de agar a pH ácido (5-6). Una excepción 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 cátodo (10). Debe anotarse que las hemoglobinas llamadas "rápi-
das", como la K, N, J, 1, H, no separan de la hemoglobina A, por el
método de agar citratos (16), ni por el método de agar fosfatos (9).

Patrón eleciroforéHco en otras enfermedades: En un paciente con
talasemia mayor el diagrama fue semejante al observado en niños
recién nacidos (F, 1, F 2, F 3). En individuos con rasgo talasémico,
talasemía-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 más
evidente 'cuando la hemoglobina resistente al álcali 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 F 2) y en algunas ocasiones, especialmente en niños de corta edad
se encontró una pequeña 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 esíerocitosís heredita-
ria, en anemias hemolíticas auto-inmunes en crisis, en hemoglo-
bínur ia por sensibilidad a la prímaquina, en leucemia aguda y en
anemíasaplástices.
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En lactantes, con ictericia prolongada después del nacimiento
(enfermedad hemolítica por incompatibilidad, .sepsis del recién na-
cido,atrepsia de vías biliares, hepatitis), se obr :::rvóun retardo en la
evolución normal de las tres bandas, enco.•üüüh::cse un patrón elec-
troforétíco similar al del cordón umbilical, en niños con edades va-
riables entre 1 y 4 meses.

Varíacíonas en niños menores de 1.000 gramos de peso: Niños
prematuros por peso y por edad de gestación se estudiaron para ob-
servar el porcentaje de las fracciones fetales en relación con la edad
fetal. Los resultados pueden verse en el cuadro siguiente:

Feto Gest. Peso Fl F2 F3 A Desnat.
NQ 1 A1cali

1 25 900 2.3 82.5 5.9 9.4 52.7%
Semanas 'glmQs.

2 24 870 3.2 85 5.3 6.4 60.5%
Semanas ,glmos.

3 22 500 1.7 56 27 5.0
Semanas .gmoe.

Aunque el corto número de casos no permite sacar ninguna con-
clusión, llama la atención el aumento de la fracción F 3 en el feto más
inmaduro en peso y edad.

Efectos producidos por la exanguino-transfusión: Se demostró una
disminución progresiva de las bandas F 2 y'F 3 en la sangre obteni-
da del cateter umbilícal después de la substitución de 250 cc. y 500 cc.
de sangre, en un niño que .padecía de incompatibilidad al factor Rh.
En un segundo caso semejante, que requirió tres exanguino-transfu-
sienes en días consecutivos mostró también una disminución marca-
da de las fracciones F 2 YF 3 Y después de la tercera exanguíno-trans-
fusión, el patrón electroforético era semej-ante al de un niño 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 cordón umbilical: Se estudiaron 378 cor-
dones umbilícales, tomados en niños sanos. No hubo selección por
peso, edad de embarazo o estado patológico de la madre. Los resulta-
dos son los siguientes:
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Hb.A FI F2 F3 Desnatur.
al álcaliL

Cifra máxima 6.3 89 17.5 90
~'ifra mínima 0.5 36 1. 36
Promedioari tmético: 20.7 3.2 69 6.3 51

Del análisis de las cifras anteriores puede deducirse: a) que la
fracción F 2 -presenta cifras similares a las de 13. hemoglobina resis
ente al álcali. El promedio es un poco mayor en el método electro-

forético tal como ha sido demostrado' con el agar citrato. (11-4). Esta
iiíerencia ha sido atribuida a que la desnaturalización por el método
de Singer, elimina en parte la hemoglobina desnatural.zada en k.s
etapas de precipitación y filtración, disminuyendo. aproximadamen-
te en 10% la cifra real, cuando la hemoglobina fetal es alta (12). b)
que la cifra de la fracción F 1, es siempre baja y que la fracción F 3,
varía ampliamente de caso .a caso.

Variaciones cuanrírattvas en el primer año de vida: Se estudiaron
en total 132 niños en grupos de 10 a 25 pan. cada edad grupal. Los re-
sultados están comprendidos en los cuadros Nros. 3 y 4.

La fracción FIque era de 3.6% en promedio en sangre de cordón
umbilical aumentó progresivamente hasta los seis meses de vida, des-
nués de los 'cuales se estabilizó en cifras aproximadas de 12%.

L3. fracción F 2, disminuyó' rápidamente desde cifras de 69%
cmel cordón umbílical hasta niveles de 13% en el tercer mes de vida.
Esto disminución continuó hasta desaparecer la banda alrededor del
año de edad.

CUADRO NC? 4
FRACCIONES "FETALES" He mo gl.

Ed'ad Fl F2 F3 Resistente Hernogl.
al álcali A2

Cordón umbilical 3.2 69.2 6.82 54.4 O
1 mes 3.7 57.7 4.1 46. 0.23
2 nleses 5.9 45.6 2.1 26.3 1.17
3 meses 5.7 23.1 0.2 15.6 2.6
<] meses 8.1 13.1 O 7.1 2.75
5 meses 9.6 12.7 O 7.5 2.74
6 meses 11.8 8.05 O 5.3 3.2
7meses 11.5 1.9 O 3.3 3.3
R meses 12.7 0.5 O 3.5 3.3
9 meses 12.2 1.8 O 2.9 3.2
Promedio aritmético de las fracciones hemoglobínicas de tipo retal y heme-

moglobina A2, durante el primer año de vida en 13,2 niños estudiados
rendemic Madar ia. Trans. Roy. Soco Trop, Med. & Hyg. 59: 395-414, 1935

diomediastinal. Adherericias diafragmáticas.
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Fig. N9 1. Evolución de Ias fracciones F 1, F 2 Y F 3, durante el primer afic
de vida. Nótese el aumento 'pil'ogr<esiv()de la fracción F 1, 1a disminución de

la fracción F 2 Y 1a desaparición de 113 fracción F 3 a partir
del tercer mes de vida,



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

El hecho más significativo de este estudio es el paralelismo ob-
servado entre la curva de la hemoglobina resistente al álcali y la
fracción de F 2, lo que añade evidencia a la suposición de que estas
dos hemoglobina s son hemoglobinas fetales.

L1adesaparición de la fracción F 3 en los tres primeros meses de
la vida indica que este pigmento está relacionado a la hemoglobina
F, como se demostrará posteriormente.

Experimentos para la identificación de las tres bandas: Se com-
probó que las tres bandas "fetales" del cordón umbilical correspon-
den a p i g m en t o s hernoglobínícos y no a componentes protéicos
no hemoglobínicos del hemolizado; las tres bandas, colorearon con
bendizina, nitruprusiato yagua oxigenada, demostrando la presencia
de ferri-heme (13), que es característico de los pigmentos hemoglo-
bínicos.

Para identificar si las fracciones eran hemoglobinas menores nor-
males del 'cordón umbilical, se separaron por medio de la eletroforesis
en bloque de almidón las fracciones A 1, A 2, A 3 Y fetal, de una
muestra de sangre de adulto y de un cordón umbilical. Estas heme-
globinas ya separadas y concentradas fueron estudiadas por el méto-
do de gel de agar en 'I'ris-Edta-Borato a pH 6.2. Los resultados fueron
los siguientes: la hemoglobina A 1, se situó en la posición de la he-
moglobina A. La hemoglobina A 3, se dividió en dos partes, una ma-
yor que se situó en la posición F 1 Y una pequeña parte, en la posición
de la hemoglobina A. La hemoglobina A 2 se separó también en dos
fracciones, una mayor en la posición de F 1 Y una menor en la po-
sición A. Por su parte la hemoglobina F y un pequeño componente
en F 3.

De estos experimentos se deduce que la fracción F 1 es una mez-
cla de hemoglobina A 3 Y A 2 Y posiblemente proteínas del estroma
celular, semejante en su composición 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 última banda obser-
vada solamente en niños 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 niños recién nacidos
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tienen una deficiencia en la actividad enzimática eritrocítica (13,14,15)
Para comprobar esta suposición se trataron hemolízados normales
del cordón umbilicalcon pequeñas cantidades de substancias oxidan-
tes para provocar exper ímentalrnente la formación de metemoglobi-
nao A un cc. de hemolizado se agregaron 0.1 cc. de nitr ito de sodio o
Ierricianuro de potasio al 1% y con estas soluciones de metamoglobina
se hicieron electroforesís que demostraron que la banda de hemoglo-
bina F 2 desaparece y en su lugar aparece una gran banda en la po-
sición F 3, lo cual demuestra que esta última banda está formada por
metemoglobina F. Estudios semejantes verificados con sangre de adul-
to normal no demostraron la aparición de la banda F 3 ni modifica-
ción alguna en la posición de Lahemoglobina A, lo que añade eviden-
cia a que la metemoglabina del cordón es de tipo fetal (metemoglo-
bina F). (ver figura N<?5).
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Fig. NQ 2. Efectos de Iaexanguíno-eransfusíón sobre las diferentes fracciones
de la hemoglobina del cordón umbilical, separadas por eleotroforesis en agar-
TEB a pH 6.2. Obsérvese ,la ·disminución ipl'og¡resiiVJade Ios componentes F 2

Y F 3, después Id'e la substitaición con sangre de un adulto.



Estudio de las hemoglobinas anormales en cordón umbilical. So-
bre un total de 378 cordones umbilícales estudiados se encontr-iron
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 e, lo cual arroja un promedio
de 1.85% para rasgo falciforme y O. 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 1a Academia de Medicina de Medellín en 1956. La concen-
tración de estas hemoglobinas anormales en el cordón umbilical pue-
de detallarse en el cuadro siguiente:

Cordón umbilioal Hemogl. anormal Poroent. de Hemogl.

N9 13
N9 51
N9 90
N9 103
N9 146
N9 176
N9232
N9235
N9254

C
S
S
S
S
S
S
S
e

8.4%
7.05%
3.2%
3.7%
8.6%
3.9%
14.%
3.9%

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-
ñas cantidades de hemoglobina anormal como en el 'caso N9 90, que
sólo contenía 3.2% de hemoglobina S.

COMENTARIOS

El método de electroforesis propuesto en este artículo, difiere de
otros métodos que usan corno medio de soporte el gel de agar y buffer
ácido, en los siguientes aspectos: 1) Utiliza un s i s t e m a buffer dis-
continuo con boratos en los vasos y trís-edta-borato en el puente,
lo cual produce una mejor separación de las fracciones de hemoglo-
bina. 2) La concentración ióníca es muy baja, lo que evita el calen-
tamiento del agar durante el proceso de electroforesís. La corriente

VOL. 16 - 1966 - NQ 4 267



aplicada es también relativamente baja y el tiempo de la prueba es
muy corto, lo cual impide la formación de artefactos por desecación
del gel.

La separación de tres fracciones de tipo "fetal", es un hallazgo
importante que merece discutirse. La fracción F 1 ocupa una posición
semejante a la banda X 1 descrita por Naiman y Gerald, y ambas
están compuestas por hemoglobina A 3, A 2 Y posiblemente compo-
nentes proteínicos 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 fracción 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 formarparte de esta fracción: la Hemoglobina A 2 está
casi ausente durante los 3 primeros meses de la vida y el componente
protéico no hemoglobínico formado por enzimas es también bajo de-
bido a la deficiencia enzimática en esta época (colinesteras, glioxi-
lasa, catalasa, anhidrasa carbónica y otras). (13, 16, 17). Estos com-
ponentes adquieren los niveles de adulto a los 3 meses de edad.

La fracción F 2 presenta las características de la hemoglobina
F, ya que esta banda y la correspondiente a la hemoglobina resisten-
te al álcali presentan una curva de correlación paralela durante los
6 primeros meses de la vida. (ver figura 3). La desaparición de la
banda de hemoglobina fetal después de los 6 meses de edad está en
concordancia con los hallazgos de Naiman y Gerald, con el método
deagar fosfatos.

La fracción F 3 merece una discusión especial, ya que esta frac-
ción 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 último se encuentra ex-
clusivamente en hemolizados viejos (11); en nuestro método se encon-
tró en todas las muestras de cordón umbilical recién extraídas 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 almidón
adicionado con detergentes catiónícos (TMOD), que al menos teóri-
camente pueden producir artefactos por desnaturalización y fraccío-
miento proteínico (18).

De acuerdo con los experimentos descritos anteriormente en este
artículo, 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 methemoglobína F, tiene en nuestro mé-
todo una emigración más lenta que la hemoglobina fetal, posiblemente
porque en general todos los 'compuestos methemoglobínícos tienen una
emigración electroforétíca más lenta que la hemoglobina que les da
origen (19).

El significado fisiológico de la presencia de methemoglobina F en
todos los niños recién nacidos y en los tres primeros meses de la vida
puede explicarse por los defectos metabólicos de la oxidación y re-
ducción 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 oxidación ea-
tabólica de la hemoglobina dentro del glóbulo rojo, cuando este en-
vejece. La concentración de este pigmento en el niño mayor y en el
adulto es mínima ya que el mecanismo normal de la célula reduce la
hemoglobina oxidada por medio de un sistema dependiente del di-
piridilnucleótico (DPHN) (12). En el niño 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
acumulación 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 metabólicas se reflejan clínicamente en la susceptibili-
dad del niño recién nacido a la acción de drogas o substancias quími-
cas oxidantes, las cuales desencadenan cianosis o hiperbilirubinemia,
en tanto que dosis similares no producen el mismo cuadro en niños
mayores o en adultos. Se han descrito crisis de methemoglobina por
ingestión de pequeñas cantidades de nitritos contenidos en' el agua
del acueducto y por contacto con ungüentos de benzocaína, resorci-
na, ingestión de subnitrato de bismuto y colorantes anilínicos (11, 16).
El síndrome 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 días
c'leedad y niveles más bajos para los niños prematuros (23).

De acuerdo con las observaciones anteriores, la demostración de
una banda de methemoglobina ¡por el método de eletroforesis en la
sangre de los recién nacidos, sería producida por la anormalidad en
el metabolismo del eritrocito y es altamente significativo que esta
forma de la hemoglobina se encuentre en proporción 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 demostración de una cifra de 27% encontrada en una de los
prematuros estudiados está de acuerdo con la deficiencia mayor ob-
servadaen prematuros (16, 17, 22).

Efectos producidos por los niteitos sobre las fraociones hemoglobínicas
del recién naoído 'Y del adulto. Nótese 'en el N<?1, las tres fracciones de he-
moglobina de tipo fetal y la hemoglobina A. En el N<?2, la dracción F 2 ha
desaparecido y en su lugar se Ob5eI'Va un aumento de la fracción F 3. Er,
el 4, se puede apreciar que la sangre del adulto no sufre 1a misma alteración.

1 Sangre-de cordón urnbi'licaíl normaí
2 La misma muestra de sangre del

cordón umbidical, reducida con ni-
1Jrito de sodio.

3 Sangre de adulto normal.
4 La misma muestra de sangre de a-

dulto reducida con nitrito de sodío.
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Es importante destacar que la hemoglobina F 3 (metemoglobina)
f.E'3 un producto de la oxidación de la remoglobina fetal y no de la
hemoglobina A Kunzer ha encontrado que la hemoglobina F es más
fácilmente oxidable que hemoglobina A y que la tend'encia a la
oxidación es dos veces mayor en la hemoglobina F. Nosotros hemos
demostrado que la oxidación experimental por los oxidantes, tales
como el nitrito y el Ierr ícianuro, agregados a la sangre del recién
nacido y a la del adulto en la misma concentración no producen al-
teraciones en el patrón electroforétícc de la hemoglobina A y en
cambio provocan la conversión 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 n a e ido que se deriva de la oxi
dación de la hemoglobina fetal. 2) La methemoglobina del adulto y
del niño mayor que se deriva de la oxídación de la hemoglobina A.

La methemoglobinemia del tipo fetal resultaría de las condiciones
inherentes a la sangre del recién nacido entre las cuales merece des-
tacarse: 1) Las altasconcentmciones de la hemoglobina fetal en la
perí-natal, 2) El catabolismo exagerado de la hemoglobina F, durante
los dos o tres primeros meses de la vida, demostrable por Ia marca-
da disminución de la hemoglobina fetal en la sangre. 3) El tiempo
m e n o r de supervivencia de los eritrocitos, cuyo T % no alcan-
za a ser mayor de los 50 días (17). La tendencia a una mayor fa-
cilidad en la oxidación de la hemoglobina F, la cual parece ser dos
veces mayor que la de la hemoglobina A. (16). Estas condiicones po-
drían estar en relación con algunos síndromes hemolíticos de la edad
neo-natal, descritos en la literatura. El síndrome de picnocitosís in-
infantil descrito por Tuffy y col., se observa solamente durante el pri-
mer trimestre de la vida y está condicionado a alteraciones del me-
tabolismo eritrocítico en esta edad. Se reconoce por eritrocitos dístor-
sionado, densos espinosos, acompañados de hiperbilirrubinemia y es-
plenomegaalia. Su causa es desconocida, pero se ha podido observar
que hay un mecanismo hemolítico de tipo extra-corpuscular de ca-
rácter transitorio (24). Asimismo, el síndrome hemolítico agudo con
distorsión de los eritrocítos descrito por Allíson, es una anemia he-
molitica del recién nacido con presencia de cuerpos de Heinz, frag-
mentación eritrocítíca, y disminución de la catalasa (25). Por su parte,
Gasser, también ha descrito anomalías morfológicas de los eritroci-
tos (células estrenadas) asociadas a cuerpos de Heinz y solamente en
un período de unas tres semanas después del nacimiento (15).

272 ANTIOQUIA MEDICA



Recientemente Allen y col. encontraron un componente menor
de la hemoglobina fetal llamado fracción F 1, en todos los cordones
umbilicales normales y que es siempre constante en relación al com-
ponente fetal mayor. Su concentración 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 fracción (hemcglo-
bina F 1 de Allen) y la fracción 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 cordón
urnbílical. 2) El porcentaje de concentración, alrededor del 10%. )3 La
presencia de una banda semejante, en casos de talasemia mayor.

Esta misma fracción ha sido observada por nosotros en niños ma-
yores de un año de edad, que sufrían anemias hemolíticas graves, ta-
les como talasemia mayor y anemia falciforme en crisis, en las cuales
se comprobó, además que existía un aumento de la hemoglobina re-
sistente al álcali. En estas enfermedades el tiempo de vida de los eri-
trocitos está disminuido y hay un mayor catabolísmo de la hemoglo-
bina con liberación de pigmentos hemoglobínicos en el suero. (27).
Ciertos investigadores han sugerido que la unión de la hemoglobina
con el glutactión podría producir ciertos cambios en la emigración
de la hemoglobina fetal envejecida dentro del eritrocito (28).

La aparición de un patrón electroforético que semeja al del re-
cién nacido o al del lactante en los pacientes con anemias hemolíticas,
parece insinuar un mecanismo regresivo hacia el patrón fetal. Nos
es posible explicar satisfactoriamente la razón de estas alteraciones
hemoglobínicas, ,pero teóricamente podría considerarse como un efec-
to de una función 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 hipótesis 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 la.s hemoglobinas anormales, la hemoglobina fetal y dos com-
ponentes más. Estas tres últimas fracciones se han designado provi-
sionalmentecon los nombres F 1, F 2 y F 3 y ha sido posible identi-
ficados en todas las muestras de sangre de cordones umbílicales nor-
males y en la sangre del recién nacido hasta los tres meses de edad.
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Se demuestra que la fracción F 1 es una mezcla de hemoglobina
A 3, A2 Y posiblemente proteínas no hemoglobínicas del estroma celu-
lar. La banda F 2 corresponde a la hemoglobina fetal propiamente di-
cha (hemo.globina resistente al álcali) y la banda F 3 está constituída por
methemoglobina derivada de la hemoglobina fetal (methemoglobina F).

Se presentan los resultados cuantitativos obtenidos en 378 cerdo-
nes umbilioales, y se hace un estudio cuantitativo de las fracciones
arriba anotadas, durante el primer año 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
mínimos encontrados.

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

Se sugiere que la methemoglobina encontrada en los niños recién
nacidos y en lactantes hasta los tres meses de edad sea debida a un
defecto enzimático 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 6.4and Tris-Edta-Borate pH 6.2,which resolves the fetal band
in three components. These fractions are detected in the umbílícal
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 hemoglobín and frac-
tion F 3 is a methemoglobín compound related to hemoglobin F.

A díscussión 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 methemoglobínemía 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 e in 0.53%.
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RELACIONES ENTRE LA ATEROESCLEROSIS y LA HIPERTENSION

Nubia Muñoz
Pelayo Correa
Egon Lichtenbenger

,.
**

***

A pesar de que se piensa que la hipertensión agrava el proceso
atercesclerótico, en algunos países como Colombia y el Japón (1-2),
existe una alta incidencia de hipertensión, y una baja incidencia de
infarto del míocardio, el 'cual se considera la complicación más fre-
cuente del proceso ateroesclerótíco avanzado. Para tratar de compren-
der mejor este fenómeno hemos evaluado la extensión del proceso
ateroesclerótico en las aortas y coronarias de pacientes hipertensos y
no hipertensos de Oali y Bogotá. El material pertenece al Proyecto
Internacional de Atercesclerosis, hecho mediante cooperación de va-
rios patólogos de diferentes países 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 hipertensión y la ateroesclerosis han sido
estudiadas de las siguientes maneras:

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

* Residente, DiPDO. de Patología, Undvensiidad del Valle,
** Profesor dePatoilogía, Uriiversidad del Vaílle.

**' Profesor de Patología, Unbversidad Nacionad.
Tmabajo realizado mediante una donación de los Institutos Naoionaíles de

Salud, Senvicio de Salud Pública, Estados UI1Ik!lQs.
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hipertensos y normotensos, Se han observado por períodos variables
de tiempo encontrándose que la morbílídad y mortalidad por enfer-
medad coronaría es mayor en los hípertensos que en los normotensos.
Un ejemplo de este estudio es el que se realiza en Framigham, a par-
tir de 1950,planeado para 20 años (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 números de hipertensos en el grupo de pacientes con
enfermedadcoronaria, que en el control (5).

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

3 - Observaciones fisiológicas y patolóqicas en el sistema vascular.
Laateroesclerosis en las arterias pulmonares es poco frecuente com-
parada con la del circuito arterial sistemático. La presión en las arte-
rtas pulmonares es más baj a que la sistémica. Cuando aumenta la
presión pulmonar, aumentan también Las lesiones ateroesclerótícas
(10). En el circuito sistémico, cuando hay hipertensíón focal, la atero-
esclerosis es más severa en los sitios de mayor presión. Esto se obser-
va en la coartación aórtica, el síndrome de Leriche o en cualquier
obstrucción arterial. (10). Cuando una arteriacoronaria tiene su
origen anómalo en una arteria pulmonar, y la otra nace normalmen-
te de la aorta, Iacoronaria que nace de la pulmonar, que está sujeta
a menor presión, no desarrolla ateroesclerosis; en cambio la que se
origina en la aorta, sujeta a una mayor presión, presenta lesiones
ateroescleróticas (11).

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

MATERIAL

Se estudiaron 1.429 aortas ycoronarias de personas de diez a se-
senta y nueve años de edad, en Cali y Bogotá y se clasificaron en dos
grupos: hípertensos y no hipertensos. Por hipertensos se tuvieron
aquellos con diagnóstico clínico o evidencia patológica clara de dicho
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esclerosis es más severa en los sitios de mayor presión. Esto se obser-
va en la coartación aórtica, el síndrome de Leriche o en cualquier
obstrucción arterial. (10). Cuando una arteria coronaria tiene su
origen anómalo en una arteria pulrnonar, y la otra nace normalmen-
te de la aorta, la coronaría que nace de la pulmonar, que está sujeta
a menor presión, no desarrolla ateroesclerosis; en cambio la que se
origina en la aorta, sujeta a una mayor presión, presenta lesiones
atercescleróticas (11).

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

MATERIAL

Se estudiaron 1.429 aortas ycoronarias de personas de diez a se-
senta y nueve años de edad, en Calí y Bogotá y se clasificaron en dos
grunos: hipertensos y no hipertensos. Por hipertensos se tuvieron
aquellos con diagnóstico clínico o evidencia patológica clara de dicho
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síndrome. Seiscientos veintinco hombres y seiscientas mujeres fueron
clasificados como hipertensos y 90 hombres y 114 mujeres fueron
clasificados como hipertensos. Los especímenes fueron enviados a un
laboratorio central con datos clínicos y de autopsia. Allí las lesiones
de acuerdo a métodos visuales, siguiendo la metodología descrita en
otras publicaciones (12-13). Primero se estimó el porcentaje de la su-
perficie interna afectada por todos los tipos de lesiones atercescler óti-
cas y luego se estimó el porcentaje de la íntima afectada por cada
tipo de lesión, a saber:

1) Estrías .grasas. 2) Placas fibrosas. 3) Lesiones complicadas por
I,emorragia, ulceración o trombosis. 4) Calcificación, Consideramos
para nuestro estudio solamente las estrías grasas y placas fibrosas,
rlebido a que el número de casos 'con lesioneacomplicadas y calcifí-
cadas era muy pequeño.

RESULTADOS

En el cuadro N9 1 y la gráfica N9 1, vemos cómo la hipertensión
no ejerce una influencia estadísticamente sígnífícatíva sobre las es-
tr ías grasas, pero sí sobre las placas f'ibrosas en todas 12s edades.

Sin embargo, debido a que las diferencias en las estrías grasas
entre los hipertensos y no hipertensos, a pesar de no ser significan-
tRs,casi llegan al límite inferior de significancia estadística, es po-
sible que con una muestra mayor, dichas diferencias se tornen signi-
Iicantes, Al comparar el efecto de la hipertensión sobre las placas
Iibrosas (cuadro N9 2, gráfica N9 2), vemos que este efecto es mayor
en las coronarias de los 10 a los 39 años, pero de los 40 ,a los 69 años
el efecto de la hipertensión es mayor en la aorta abdominal.

Como nuestro estudio no tuvo en cuenta la duración ni la inten-
sidad de la hipertensión, tratamos de juzgar la importancia de estos
factores por medio de su capacidad de producir hipertrofia cardíaca
en la suposición de que toda hipertensión 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 N9 3, gráfica N9 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 hípertensos.
Por lo tanto, si excluimos del total de hipertensos a los que tienen
corazones menores de 300 gramos, el incremento de las placas fibro-

VOL. 16 - 1966 - N9 4 279



'"c:o
o

CUADRO NQ 1

PORCENTAJE DE. COMPROMISO DE LA SUiPERFICIE DE LA AORTA
Y CORONARIAS POR ESTRIAS GRASAS FIBROSAS EN AMBOS SEXOS

CALI - BOGOTA

NO HIPERTENSOS HIPERTENSOS NIVEL DE
Grupos N9de % % NQd!e % % SIGNIFICANCIA
de edad ClaslOS E. Grasas P.Fib:r. ,aa'1>OS E.~asa'S P. Fibr. E.~as P. Fíbrosas

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 3.53 P<0.10 P<O.Ol

30-39 216 15.62 2.22 31 19.14 6.79 P<0.10 P<O.OOl

40-49 214 17.22 5.03 35 20.57 13.52 P<0.10 P<O.OOl
~
2! 50-59 226 19.60 10.67 45 22.23 26.00 P<0.10 P<O.OOl~
O.0 60-69 237 19.59 14.56 55 20.55 23.60 P<0.10 P<O.Ol
~

!
Ho
~



CUADRO NQ 2

PORCENTAJE DE COMPROMISO DE LA SUPERFICIE DE AORTA ABDO-

MINAL Y CORONARIAS POR PLACAS FIBROSAS EN AMBOS SEXOS

CAL>!- BOGOTA

NQde ClélISOSi %de placas F&b.
A. abdominal

GDUipOO Nohí- Híper- Nohi- Hiper-
die edad pemten. tensos penten, tensos

% ¡dieplacas Fib.
coromerias

Noihi- Híper-
rpemt. tensos

10-19 126 14 0.05 2.70 0.19 3.73

20-29 206 24 0.63 2.77 0.67 4.85

30~39 216 31 3.74 7.49 2.61 7.97

40-49 214 3'5 9.26 18.90 4.0'5 13.04

50~5,g 2,26 45 16.89 34.64 8.48 2,3.03

60-69 237 55 21.50 32.36 11.50 18.72
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sas con relación a los no hipertensos sería mucho mayor que el ob-
servado en las gráficas Nros 1 y 2.

En relación al sexo (cuadro N9 4, gráfica N9 4), a nivel de coro-
narías observamos que la hipertensión obra más o menos con la mis-
ma intensidad sobre las placas fibrosas de los hombres y de las mu-
jeres.

Cómo podría pensarse que al incluír los casos de enfermedad
coronaria estaríamos introduciendo otros posibles factores etiológicos
productores de ateroesclerosis y por lo tante viciando la comparación
estadística, estudiamos el efecto de excluir los casos de enfermedad
coronaría en un subgrupo. No encontramos diferencias significativas
en el por-centaje de la superficie arterial comprometida por placas
fibrosas en padentescon infarto asociado o no a hipertensión. Por
ello no consideramos necesario excluir dichos casos del total.

DISCUSION

De lo anterior podemos deducir que la hipertensión arterial está
asociada con un aumento de la extensión de la superficie arterial com-
prometida por placas fibrosas. El mecanismo por el cual aumentan
las placas fibrosas es des-conocido. Podría actuar acelerando el paso
de estrías grasas a placas fibrosas o produciendo nuevas placas fi-
brosas.

Al analizar el efecto de la hipertensión en los diferentes sectores,
observamos que es mayor en lascoronarias hasta los 40 años y luego
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es mayor sobre la aorta abdominal. Posibles explicaciones para este
fenómeno pueden ser las diferencias hemodinámicas en los diferentes
sectores arteriales o diferencias estructurales en las paredes arteriales.

Al estudiar el incremento de las placas fibrosas con relación al
grado de hipertensión, evaluada de acuerdo al peso del corazón, ob-
servamos que en las personas con 'corazón de menos de 300 gramos
de peso, el incremento de las placas fibrosas es menor que en el total
de hípertensos. El incremento de las placas fibrosas es por lo tanto,
aparentemente, directamente proporcional a la duración y la inten-
sidad de hípertensión.

El cuadro N9 5 pretende explorar de una manera simplificada y
esquemática la interrelación entre los diferentes factores etiológicos
de la ateroesclerosis. Este síndrome tiene 3 tipos de lesiones: estrías
grasas, placas f'ibrosas y lesiones complicadas. El paso de placas fi-
brosas a lesiones complicadas parece demostrado, pero el paso de es-
trías grasas a placas fibrosas no está completamente aclarado.

CUADRO NQ 3

PORCENTAJE DE COMPROMISO DE LA SUiPEIRiFICIEDE LA AORTA
ABDOMINIALy CORONAlRIAS POR PLACAS FIBROSAS EN

RLHERTENSOS SEGUN IDLPESO DEL CORAZON
CALI - iBOGOTA

10-19

HIPERTENSOS
Aorta' abdominal C()(I'QIIlJM'i,alS
% PJ.a,caJSItibrosas % Placas fibrosas

A B A B

O 2.70 O 3.73

O 2.77 O 4.85

3.95 7.49 7.20 7.97

12.70 18.90 12.10 13.04

28.20 34.64 18.00 23.03

315.80 32.3'6 13.40 18.72

GVUlpOS
de edad

20-29

30-39

40--49

50-59

60-69

A HLPE'RTENSOSCON CORAZONES MENORES DE 300 GRS.
B TOTAL DE HIPERTENSOS
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Los factores que teóricamente podrían actuar sobre las estrías
grasas son: el terreno genétíco que determina el sexo y la raza, El
nivel de Iípídos sanguíneos, sobre el cual influyen otros factores como
la dieta, la obesidad y la diabetes.

Los factores que podrían actuar sobre las placas fibrosas son, en-
tre otros, el terreno genético y la hipertensión. El presente estudio
parece indicar que realmente existe una influencia de la hípertensión
sobre las placas fibrosas. Sobre la hipertensión actuarían otros facto-
res como la angustia crónica y las enfermedades renales.
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CUADRO N9 4

PORCENTAJE DE COMPROMISOS DE LA SU~RJFICIE DE LAS
CORONARIAS POR PLACAS FIBROSAS EN HOMBRE Y MUJERES

CALI - BOGOTA

HOMBRES MUJERES
GRUPOS

DE
iEDAD

NO :HIPERTENSOS HIPERTENSOS NOHIPEHTENSOS HLPERTENSOS
N9de %
casos P. Fib.

N<?de %
casos P. Ffb,

N9de % N9de
casos P. Fib. casos

%
P.Fib.

10-19 58 0.36 3 O 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 producción de lesiones complicadas podrían aduar muchos
factores, entre ellos la tendencia a la trombosis, de la cual se sospe-
cha que podría estar relacionada con el hábito de fumar (3).

Ya hemos mencionado que existen varios países como Colombia
y Japón con un alto índice de hipertensión y una baja tasa de mor-
talidad por enfermedad coronaria. El presente estudio demuestra que
Colombia no es excepción al efecto agravante de la hipertensión so-
bre la ateroesclerosis, Es posible, sinembargo, que el nivel basal de
lesiones ateroescleróticas, relacionado a otros factores etiólogicos, sea
tan bajo en nuestro país que la abundante hipertensión no alcance a
intensificar las lesiones coronarias hasta el punto de producir una ele-
vada tasa de mortalidad por ínñartos cardíacos. Podría pensarse que
se requiere un nivel basal elevado para que las placas fíbrosas evolu-
cionen a lesiones complicadas y por lo tanto se manifiesten clínica-
mente. Otra explicación de este fenómeno, podría residir en diferen-
cias en los factores que influyen sobre la producción de lesiones com-
plicadas.

RESUMEN

Se estudiaron 1.429 aortas ycoronarias de personas de 10 a 69
años provenientes de autopsias practicadas en Cali y Bogotá. Fueron
clasificadas en dos grupos: hipertensos y no hipertensos. Se encontró
que la acción principal de la hipertensión consiste en el aumento de
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las placas fibrosas. Se propone un esbozo de teoría etiopatogénica de
la ateroesclerosís.

SYNOPSIS

There have been studied 1.429 aortas and coronary arteries Irom
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 Bogotá. They
were classifíed in two groups, hypertensives and non hipertensives.
There is a direct assocíation between hypertension and the increase
oí fíbrous plaques in theses arteries. It is proposed a new etiopatho-
genic theory of arterioesderosis.
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PRESEN'rACION DE UN CASO

ACIDO ETACRINICO EN PACIENTES EDEMOTOSOS +

Dres. Leonel Ospina Rodríguez
Salomón Bermúdez R.
Hernán Torres Iregui

**
**
**

INTRODUCCION

Debido a que el edema es uno de los problemas más corrientes en
la práctica médica y que muchos de los diuréticos como la clorotiazida,
los mercuriales, el cloruro de amonio y los antagonistas de la aldoste-
rana no han actuado satisfactoriamente en algunos pacientes, hemos re-
suelto evaluar la respuesta de un nuevo diurético, el ácido etacrínico,
primeramente empleado en vía experimental por Baer y colaboradores
(1) y que en los últimos tiempos se ha utilizado en clínica.

Material y Métodos.

Veinte pacientes ingresados al Servicio de Medicina Interna del Hos-
pital Militar Central por edema de diferentes etiologías (Tabla 1) fue-
ron sometidos a una dosis variable de ácido etacrínico. Se les practi-
có examen clínico de rutina y los síntomas y signos evaluados en gra-
dos de O a 4 de acuerdo con su intensidad (Gráfica 1). Se les controló
peso, diuresis, sodio y potasio en sangre, eliminación de sodio y pota-
sio en orina de 24 horas, durante todo el tratamiento. La dosis inicial
fue de 50' mgs. Si no se obtenía 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, Departamento de Medicina.
** Instructores de Medicina Interna, Universidad Javeriana, Bogotá - Colombia.
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De los veinte pacientes once eran mujeres y nueve hombres. Las
edades variaron entre 12 y 71 años, con un promedio de 41 años.

Las causas del edema fueron las siguientes: insuficiencia cardíaca
congestiva por hipertensión arteria1 en 5 pacientes; anasarca por sín-
drome nefrótico en 3 pacientes; insuficiencia cardíaca congestiva por
Cor Pulmona1e crónico en 2 pacientes; insuficiencia cardíaca conges-
tiva por cardioangioesclerosis en 2 pacientes; insuficiencia cardíaca '
congestiva por carditis reumática en 2 pacientes; anasarca por intoxi-
cación hidrosalina en 1 paciente; insuficiencia cardíaca congestiva, ci-
rrosis por cardiopatía congénita en 1 paciente; carcinomatosis en 1 pa-
ciente; edema por cirrosis portal en 1paciente.

Hallazgos Clínicos.

Se encontraron estertores en 18 pacientes, 7 pacientes con derrame
p1eura1, 10 pacientes presentaron ascitis, 14 pacientes tuvieron hepa-
tomegalia. Todos presentaban edema de miembros inferiores (Gráf. 1).

GRAFICA I

HALLAZGOS e LI N J COS

"

mzzl A"ITES

~z .

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

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

La tensión arterial varió entre 245/145 y 100/80. Seis pacientes
que tuvieron por encima de 100 mm. de Hg. la presión diastólica y 5
pacientes por encima de 140 la sistólíca, fueron considerados como hi-
pertensos.
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GRAFICA 2

DISMINUCION DE PESO

.,A' I I ) .• • •• 7 • , 10 11 1I " ,. " " l' " ,. 10 21 al n 24

~
~

• ce

I Jl1 ,.Ji ~I,L:
••••,••••• I t 5 5'" 11 12 n ,. l' •• I III " 10 ••••' •• 11.

0051$ " '0 In 10:1 In !JO In 100 1t5 50 100 50 TS '5 50 '0 100 n 50 100 ~OSIS

DIURESIS

VOL. 16 - 1966 - NQ 4

GRAFICA 3

291



_ POTASIO
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GRAFICA ••

ELIMINACION DE No. '1 k

EN 48 HORAS

La dosis osciló 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 varió de 128 a 155 mEqjL., con un promedio de
141 mEq/.

El potasio varió 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 mEqjL. con un promedio de 93 mEq/L.

La reserva alcalina fluctuó entre 13,2 y 27,5 con un promedio de
22.50 mEqjL.

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

dio de 84 mEqjL.

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

Trece pacientes habían recibido tiazida; 11 habían recibido mer-
curiales; 8 habían recibido digital; 1 había recibido acetazolamida y 1
había recibido aldactone. (Gráfica 7).

292 ANTIOQUIA MEDICA



Resultados.

La evolución clínica 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 tenían lesión
pulmonar severa.

El derrame pleural persistió en dos pacientes, uno de los cuales
tenía carcinoma metastásico a pleura. En 5 pacientes desapareció la as-
citis. En todos los 14 pacientes con hepatomegalia hubo notoria dismi-
nución de ésta y solamente persistió moderadamente en 3.

Solamente 5 pacientes presentaron moderado edema después del
tratamiento.

El peso (gráfica 2) varió entre 32 y 73 kilos con un promedio de
51.5 kilos después del tratamiento. La disminución de peso en las pri-
meras 48 horas varió entre O 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 (número 17) descendió dos kilogramos al día
siguiente y otro (caso NI) 18), al aumentarse la dosis a 100 mgs., des-
cendió 3 kilogramos.

La diuresis (Gráfica 3) de las primeras 72 horas varió entre 900
y 3.500 cc. con un promedio de 2.000. Todos los pacientes duplicaron
su diuresis. 10 pacientes con promedio de más de 2.000 cc. habían te-
nido ·una diuresis de 615 cc. antes del tratamiento. Recibieron como
dosis promedio 75 mgrs. de ácido etacrínico. El paciente que obtuvo
la mayor diuresis tan sólo recibió 50 mgrs. Dos de los 10 pacientes res-
tantes que orinaron menos de 2.000 cc. (casos 15 y 17) recibieron una
dosis única de 50 mgrs. el primer día. La dosis promedio de todos ellos
fue de 75 mgrs. La presión arterial varió entre 180/100 y 120/80. De

PERDIDA DE PESO EN LAS PRIMERAS 48 HORAS

VOL. 16 - 1966 - NQ 4 293



los 6 pacientes que tenían TA por encima de 100 la diastólica, descen-
dió en cuatro. En todos hubo un descenso de la presión sistólica entre
90 rnm. y 10 mm. con promedio de 50 mm. El promedio de descenso
de la presión diastólica fue de 35 mm. (Gráfica 6).

El sodio en sangre varió después del tratamiento (Gráfica 11) en-
tre 145 y 121 mEqjL. con un promedio de 137 mEq/L. 5 pacientes tu-
vieron un sodio inferior a su control.
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El potasio (Gráfica 9) varió entre ij. ':l: 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 presentó síntomas y signos de hi-
popotasemia, requiriendo tratamiento.

Dos pacientes (casos 2 y 3) presentaron accidente psicótico agudo,
uno de los cuales se interpretó como depleción aguda de sodio, regre-
só a su normalidad con regimen clorurado. El otro paciente murió de
endocarditis bacteriana.

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

La reserva alcalina (Gráfica 10) varió entre 13.2 Y 27.6 con un
promedio de 22.50.

El sodio en orina de 48 horas (Gráfica 4) varió entre 110 y 1.000.
Todos los pacientes en quienes se dosifieó la Natriuria, tuvieron una eli-
minación de sodio doble de su control. Los tres pacientes que no tuvie-
ron natruria significativa estaban con una restricción total de sodio.
Los pacientes que más eliminaron sodio (casos 2, 18 Y 16) no se les res-
tringió el sodio.

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

Todos los pacientes que no habían respondido a los otrosjliuréticos
respondieron con el Acido Etacrínico. Cinco pacientes a quienes-se, les

~ J':f.l
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suministró Tiazida o Mercuriales después de suspendido el Acido Eta-
crínico, respondieron a estos diuréticos. (Gráfica 12).

Algunos de estos pacientes habían 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 días de terapéutica continuada era inefi-
caz ,por lo cual nos tocó suspenderla y cambiarla por otro diurético.

Los únicos efectos secundarios indeseables que tuvimos fueron los
de dos accidentes psicóticos, uno de los cuales regresó.

Discusión.

Los resultados obtenidos después del tratamiento con Acido etacrí-
nico están de acuerdo con los de otros autores. Desde el punto de vista
clínico, todos nuestros pacientes mejoraron de su edema e insuficiencia
cardíaca congestiva. Los 5 pacientes que figuran con edema después
del tratamiento eran grado 1, según nuestra clasificación que equivale
a mínimo.

Solamente dos pacientes no respondieron al tratamiento: uno con
carcinomatosis y el otro con síndrome nefrótico. 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 excepción del caso NI? 20.

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

Hacemos énfasis en que la diuresis no dependió de la dosis, ya que
el paciente que tuvo más diuresis recibió 50 mgrs. de ácido etacrínico,
mientras que la dosis para ambos grupos de más y de menos de 2.000
cc. de diuresis fue en promedio de 75 mgrs. Estamos de acuerdo con
los demás autores (2, 3, 4, 5, 6) en que la máxima diuresis se obtiene
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en los primeros días para luego seguir con una respuesta refractaria y
una curva plana, como se observa en la gráfica 12, para de nuevo, des-
pués de algunos días, volver a obtener respuesta. Por esta razón reco-
mendamos una terapia intermitente combinada con otros diuréticos en
caso de necesidad.
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Tuvimos una acción hipotensiva con Acido Etacrínico en todos nues-
tros pacientes hipertensos, lo cual está de acuerdo con algunas publi-
caciones (7, 8). No estamos de acuerdo con la publicación de Cannon
(2) que no encontró ningún efecto en sus pacientes hipertensos. No
tenemos experiencia con el uso prolongado del ácido etacrínico en los
pacientes hipertensos, pero las conclusiones de Dollery y Conway (7,
8) es de que el ácido etacrínico tiene el mismo efecto que las tiazidas,
de que combinado con éstas, o solo con dieta hiposódica es suficiente
para reemplazar inclusive a los bloqueadores ganglionares.

Hubo una tendencia en nuestra casuística a la hiponatremia, la
cual no es muy frecuente, según otros investigadores. Estamos de a-
cuerdo en que la hiponatremia no invalida la respuesta al ácido eta-
crínico, ya que muchos de nuestros pacientes que la presentaron res-
pondieron bien a la medicación. Un caso de hiponatremia que presen-
tó accidente psicótico durante el tratamiento, regresó con dieta cloru-
rada.

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

No pudimos comprobar la hipocloremia que tan frecuentemente se
acompaña con la administración de Acido Etacrínico (2) ya que en los
5 pacientes en quienes se dosificó el Cl después del tratamiento no
hubo diferencia significativa. Un hecho destacado durante la adminis-
tración del ácido etacrínico es la frecuente aIkalosis (por eliminación
de Cl H ) no fue hallazgo significativo en nuestro estudio. No en-
contramos evidencia clínica de la precipitación de coma hepático en
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nuestro paciente cirrótico por alkalosis como ha sido reportado por
otros autores.

Nuestros pacientes confirman el efecto salurético del Acido Etacrí-
nico ya que todos tuvieron una eliminación notoria de sodio por la ori-
na. El efecto natriurético del Acido Etacrínico que es un derivado que-
tónico no saturado del Acido Fenoxiacético, parece depender de la ac-
ción que tiene los receptores enzimáticos de los grupos sulfidrilos que
tienen acción en la reabsorción del Sodio y del Cloro, en los túbulos
proximal y distal y en el Asa de Henle del Nefrón (2, 10, 11, 12). Pa-
rece que no interfiere los sistemas de recambio iónico de sodio por K
o H. Hacemos notar que la eliminación de sodio parece estar condicio-
nada a la dieta, ya que los pacientes que más natriuria tuvieron esta-
ban con dieta clorurada.

El aumento de la eliminación de potasio es un dato similar al de
otros estudios, pero sin la frecuente complicación clínica de hípopo-
tasemia. Parece que la hiperkaluria que presentan los pacientes des-
pués de la administración de Acido Etacrínico depende de una dismi-
nución de la reabsorción del túbulo proximal, aumento de su secreción
(vía cambio por Ion Na.) en la porción distal del nefrón o más proba-
blemente por acción de la aldosterona. (2)

Basados en todos los datos anteriores se ha concluí do que los pa-
cientes con Hiponatremia, hipokalemia, hipocloremia, acidosis respira-
toria, alkalosis metabólica o insuficiencia renal, no son problema de
contraindicación o resistencia para la terapia con Acido Etacrínico.

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

No encontramos efectos secundarios indeseables de vómito, día-
rreas, hiperazoemia transitoria, hipotensión marcada con manifestacio-
nes clínicas. No hubo necesidad de suspender la droga en ningún pa-
ciente por efectos secundarios, ya que estos sólo se presentaron en dos
pacientes que hicieron síndrome psicótico, uno de los cuales cedió 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 ningún paciente necesitó más de 200 mgrs. (4 tabletas).
Recomendamos iniciar todos los casos con 50 mgrs. (2 tabletas). Si no
es suficiente, al día siguiente se pueden administrar 150 mgrs. (3 table-
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RESUMEN

. tas) , hasta completar en caso necesario 200 mgrs, repartidos en 50 mgrs.
cada 6 horas, ya que se ha comprobado que el ácido etacrínico comien-
za a actuar a los 15 minutos; tiene un pico de acción máximo a las 3 ho-
ras, y su acción desaparece a las 6 horas.

Se presentaron 20 pacientes edematosos tratados con ácido etacríni-
co.

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

2. En cinco pacientes hipertensos disminuyó la presión arterial en for-
ma significativa.

3. Todos los pacientes tuvieron una buena eliminación de sodio y po-
tasio sin alteraciones hidroelectrolíticas importantes.

4. No hubo trastornos secundarios que justificaran la suspensión de la
droga.

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

6. El ácido etacrínico debe ser empleado en todos aquellos pacientes
con edema refractorio, en los cuales toda terapia haya fracasado y
en aquellos que requieran una terapia rápida y potente.

SYNOPSIS

A presentation of 20 edematous patents treated with Ethacrinic
Acid was made.

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

2. The blood pressure fell significantly in 5 hypertensive patients.
3. Sodium and potasium elimination occurred in all patients without

import hydroelectrolytic alterations.
4. There were no significant side effect to justify the discontinuation

of the medication.
5. The average dose was of 150 mgrs., but we must emphasize that

each patient presents and individual reaction. We recornmended
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that intermittent therapy be used as well as replacement with
other diuretics.

6. Ethacrinic Acid must be used in those patients with refractory ede-
mas in which all other conventional diuretícs 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 artículo es una divulgación general sobre mícrosco-
pía fluorescente, en relación con métodos de diagnóstico y de inves-
tigación, aplicables en medicina y biología. Lo expuesto es un resu-
men bibliográfico tomado de publicaciones sobre el tema, así como
derivado de las experiencias y conocimientos adquir'idos en un curso
que sobre Inmunofluorescencia, realizó en 1965, la Org-anización Mun-
dial de la Salud, en Copenhague.

Desde el punto de vista físico, puede decirse que la fluorescen-
cia pertenece a un grupo de fenómenos naturales descritos como
luminiscencia, en los cuales una substancia emite r-ayos luminosos,
durante o después de recibir un estímulo físico o químico. Este es-
tímulo puede ser el calor, como en las lámparas incandecerrtes, la
electricidad como en los tubos de neón o los rayos luminosos, en cuyo
caso constituye la llamada fotolumíniscencia. Esta puede ser de dos
tipos: fosforescencia, corno en los números de algunos relojes, en la
que la capacidad de re emitir luz se prolonga por un período más o
menos largo y fluorescencia cuando esta capacídad está limitada al
tiempo del estímulo.

La fluorescencia existe naturalmente en algunas sustancias como
fibras elásticas, vi-taminas, etc., y en cantidades variables en tejidos

* Departamento de Microbiología y Parasitología, Fa-cultad de Medicina,
Universidad de Anticquia. Medel.lín, Colombia.
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animales y vegetales; pero existe en su mayor grado en un grupo
r;e colorantes fluorescentes o fluorocromos, los cuales pueden com-
binarse a tejidos u organismos, que por esta razón se tornan fluores-
centes. Esos colorantes tienen también la gran propiedad de poderse
unir a sustancias protéicas, tales como los anticuerpos, sin alterar sus
propiedades ñsicas y químicas, lo que ha permitido utilizarlos en
reacciones inmunológícas, en las cuales el componente final antíge-
no-anticuerpo será fluorescente.

La luz necesaria para estimular la fluorescencia en las sustancias
qi:e tengan esta propiedad, debe ser muy intensa y de corta longitud
de onda. Esto, se Iogra con luz ultra violeta o con luz azul, las de me-
nor longitud de onda en el espectro lumínico. 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 observados por el ojo humano, usando algunas adaptaciones al
microscopío corriente. (1-2).

EQUIPO PARA MICROSCOPIA FLUORESCENTE (1-2-3)

La luz azul o ultra violeta se obtiene de una lámpara de mercurio
a presión, la cual genera rayos luminosos de gran intensidad a la vez
que produce intenso calor. Esta lámpara posee un reflector con capa
de aluminio así como lentes colectores de luz. Debe dI' en una cabina
metálica fuerte adaptada para eliminar el excesivo calor. La duración
de la bombilla de mercurio es limitada a aproximadamente 100 a 200
horas de uso, tiempo que var ía icon el modelo. Su mayor gasto se
ordgína en el momento del encendido. Las modificaciones al micros-
copio corrientes o las caracterfsticas del microscopio para fluorescen-
cia, son esencialmente dos filtros de luz. El primero, colocado entre
la lámpara y el objeto que se observa, tiene por función 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 ultravíoleta, luz azul o ambas, según
las necesidades. Puede estar adaptado también de filtros que detie-
nen el exceso de calor. El segundo filtro o grupo de filtros, llamados
secundarios, están colocados entre el objeto fluorescente y el ojo.
Tienen por función detener la luz que ha pasado por fuera de los ob-
[etos que se desean observar. Esta luz que es excesiva, impide muchas
veces la observación y es además peligrosa para el ojo humano. Con
el uso de ese filtro secundario se evita lo mencionado y además es
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posible dar un fondo oscuro al campo microscópico, 10 cual hace más
destacada la observación 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 N!'

MICROSCOPIO FLUORESCENTE Y ESQuEMA DEL
PASO 0<;: LOS RAYOS LUMINOSOS

Ulómporo dI! mqrcu";O
zn-euectcr
~)filtrO dol color
4)1anlllS colactoras ~
S}dio1rogmo do lo lamparo
,)filtros primario!.
7)Q$pqjO
6)diofrogffiO dOI microscopio
9)condQn~odor
1O)ploco microscopio
tOobjQlivo
lllocutor
I~)toltro sc cundcetc

lámpara 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 corr-iente de luz
clara. Con mejor provecho, en muchas ocasiones, se debe rutilézar el
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 mayoría de las reac-
ciones de inmunofluorescencía, el uso de microscopio monocular me-
jora la visíbilldad en comparación ,con el binocular. También es ne-
cesario oscurecer parcialmente el ambiente y adaptar la visión a la
oscuridad.

Los dos principales usos de la microscopíi Ilucr ecrente son la tin-
ción con colorantes fluorescentes y la ínmunofluoi escencia.
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A - TINCION CON COLORANTES FLUORESCENTE S (4-5).

Este procedimiento se llama fluorescencia secundaria para dife-
renciarla de la primaria o natural que es la que presentan algunas
sustancias espontáneamente. Este método es muy sencillo, .pues con-
si.ste simplemente en mezclar el tejido u organismo que se desea co-
lorear con una dilución apropiada del fluorocromo a un pH adecuado.
Los fluorocromos más comúnmente usados son auramina O y ana-
ranjado de acridina. Los US{)sde la coloración fluorescente son muy
variados y pudieran agruparse así:

Microbiología y Parasil:ología:

La coloración 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 coloración fluorescente facilita su visualización, lo que
ha hecho que algunos laboratorios especializados hayan reemplazado
la clásica técnica de coloración de Ziehl-Neelsen por el método que
DOS ocupa. La tincíón de hongos, espircquetas, leishmanias, tripanoso-
mas y otros protozoos ha sido bien estudiada y es recomendada por
algunos autores.

Histología, histoquímica y citología:

En estos campos se ha usado recientemente la coloración fluores-
cente con mucho éxito. Ha servido para identificar sustancias tisula-
res, tales como enzimas, proteínas, etc., las cuales toman colores dd-
ferentes de acuerdo con el poH de la preparación. La coloración de
células vivas se fa-cilita'mucho por este método, debido a la baja con-
centración del colorante usado, lo que permite mejores coloracíones
vitales. Como complemento a la coloración de Papanicolau, se usa
este método en el díagnóstíco de células malignas. En la actualidad
se está utilizando la tinción fluorescente con fines experimentales,
para estudiar la localización y destino de células tumorales emboli-
zadas, en animales con cáncer experimental.

Este métod-o simple de tinción con colorantes fluorescentes, cu-
-~'<>\l.'<>~'<>"'\),-'mú"'\)'O.\~,<>'O.~'O.\)'O.m.~,<>I:\~ I:\~,<>~n\)\.,-,\.\.~"'t\.~~\. 'm~~W';¡~\.~Thte de
que l'OSpreparaciones no son peTmanen'\es. Y.s\o suceáe en todos los
tipos decoloración fluorescente, en los cuales las preparaciones pier-
den progresivamente el calor, lo que ha-ce que no sean apropiadas
para almacenamiento.
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Fisiología y Patología experiment"al:

La distribución y el metabolismo de proteínas en el organismo
de animales de experimentación se ha estudiado usando el método
fluorescente, al inyectar por vía sanguínea o peritoneal, proteínas ho-
mólogas y heterólogas 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 inyección de pro-
teínas fluorescentes para estudiar la circulación y la permeabilidad
capilares, para detectar el daño hepático experimental causado por
varias sustancias, para ,conocer la localización selectiva de hormonas,
la acción celular de algunas enzimas, las características de la fago-
citosis, etc. En todos estos casos el método se basa en la inyec-ción de
la sustacia protéíca unida al colorante fluorescente y a la posterior
identiñcacíón de la fluorescencia en los tejidos o células del animal
de experimentación.

B - INMUNOFL UORESCENCIA (1-5).

Los anticuerpos, corno proteínas que son, pueden ser unidos a un
fluorocromo, mezcla que al ponerse en contacto con un antígeno es-
pecífico, produce fluorescencia observable al microscopio. Esta es la
base de la inmunofluorescencia, la cual puede usarse con 2 fines: para
identificar un antígeno usando antkuerposconocidos o para identi-
rear snticuerpos usando antígenos conocidos. El primer uso es el más
frecuente y para su ejecución es necesario producir anticuerpo s en
=nimales. Esos anticuerpos se encuentran en las globulinas del suero
las cuales deben separarse para ser mezcladas con el fluorocromo. Se
tiene '[sí el anticuerpo conocido que se mezcla a la preparación mi-
croscópica en estudio, la cual contiene el antígeno, para observar fluo-
rescencia en caso positivo de especificidad antígeno-anticuerpo. Para
el segundo uso el procedimiento consiste en usar antígenos conocidos
pare ser combinados con el nuevo suero, problema donde están los
anticuerpos que se quieren investigar.

Preparación del anticuerpo fluorescente:

Para obtener el anticuerpo se usa el método de inyecciones re-
petidas de antígenos 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 po.r el método simple de precipitación con sulfato de amonio
ya ellas se mezcla el fluorocromo. El más usado y el que más ven-
tajas tiene es el isotiocíanato de fluoresceína, aunque pueden usarse
otros como la Iisamina rodamina B 200 o el ácido dimetilaminonafta-
lenosulfónico (DANS). Estas globulinas ya conjugadas pueden ser al-
macenadas por largo tiempo a temperatura de 20 g. e y es conve-
niente agregar mertiolato al 1:10.000para evitar contaminación 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 liofilización.

En el procedimiento da conjugación 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 diálisis posterior. Para evitar Ia presencia de fluo-
rocromo libre, que dará reacciones nesespecíficas, es necesario absor-
berlo con polvo de tejidos que no tengan el antígeno con el cual se
está trabajando. Esta .albsorCliónpuede hacerse también con algunas
sustanciascomo resinas para intercambio iónico (Doweex 2-x4), car-
bón inactivo o filtrando el material a través de una columna de gel
,(Sephadex, DEAE, etc.), que permite la separación de las globulinas
combinadas. Esta etapa de preparación de antícuerpos fluorescentes
es la más dificil de todo el proceso de inmunofluorescencia, pero afor-
tunadamente para laboratorios no especializados, existen y.a productos
comerciales que ofrecen un buen número de antícuerpos fluorescen-
les listos para usar.
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Preparación del aniígeno:

Los antígenos para estudios inmunofluorescentes están contenidos
en tejidos, célula.s 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 histológicos deben, en cuanto sea posible, ser procesa-
dos en frío, usando las técnicas de fijación con nitrógeno líquido o
hielo seco y un rnicrótomo refrigerado. Son también apropiados los
cortes por congelación, aunque algunos antígenos bacteríanos y vira-
les se conservan muy bien en los cortes corrientes de parafina. La
escogencía del método histológico depende del tejido que se estudia



y del tipo de antígeno que se investiga. Fuera de cortes histológicos
se pueden usar extendidos, frotis, impresiones, cultivos de tejidos en
una sola capa, etc., que contengan virus, bacterias, protozoos, hongos
o cualquier otro antígeno. En cualesquiera de esos casos la prepara-
ción debe fijarse, para lo cual lo más recomendado es usar etanol o
acetona, según el antígeno que se estudie.

Estas preparaciones fijadas pueden almacenarse a baja temper a-
tura, si no se usan el mismo día de su preparación,

TECNICAS DE COLORACION INMUNOFLUORESCENTE (1 a 6).

a) Método directo: (Fig. 2). El antígeno 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 coloración puede acelerarse él 37 g.C.
Luego se lava muy bien por 5 a 20 minutos con solución buffer, ha-
ciendo agitación y varios cambios. Se acostumbra montar las placas
con glicerina y sellarlas con barniz, si se deseaconservarlas por algún
tiempo. Para preparaciones de larga duración se han ensayado mon-
tajes permanentes con sustancias apropiadas, después de deshidratar
1<;prepnación. Este método directo es el más simple y se usa de an-
cípalmente para identificar un antígeno desconocido partiendo de an-
ticuerpos conocidos. No es apropiado para el estudio de anticuerpos
en suero, pues se requiere la conjugación con fluorocromo de todas
las muestras de suero que se vayan a estudiar, 10 cual sería largo y
difícil.

b) Método de inhibición: (Fig. 3) Con este procedimiento se pue-
den estudiar sueros desconocidos sin necesidad de conjugar cada uno
::'e ellos. El método se basa en la característica ínmunológíca de que
un antígeno saturado con su anticuerpo específico no toma más de
éste. La primera etapa de la reacción consiste en mezclar el suero en
es tudio icon un antígeno conocido para saturar este de anticuerpo s .
En una segunda etapa se le agrega anticuerpo fluorescente específi-
co. Si en el suero problema existían anticuerpos correspondientes al
antígeno usado, el segundo anticuerpo fluorescente agregado no se
unirá al antígeno y será eliminado con el proceso de lavado com-
prendido en el procedimiento, de manera que la preparación no será
fluorescente. En caso negativo los resultados serán inversos.

e) Método indirecto: (Fig. 4). Este método llamado también de la
doble capa o del "sandwich", se basa en la capacidad que tienen los
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antícuerpos (globulínas) de actuar como antígenos y producir anti-
cuerpos contra ellos. Con estas Ibases se han podido producir antiglo-
bulinas humanas y antiglobulinas animales que actúan como anti-
antícuerpos, El procedimiento, en el caso de investigar anticuerpo s
en suero es el siguiente: se mezcla el suero en estudio con un antíge-
no conocido y se obtiene unión de ellos en caso de ser específicos, Es-
ta primera etapa es igual a la mencionada en la técnica anterior de
inhibición, y debe estar seguida de un buen lavado que elimine los
anticuerpos no unidos al antígeno. La segunda etapa consiste en agre-
gar antiglobulina fluorescente, la cual se unirá a la globulina (anti-
cuerpo) que se ha adherido al antígeno, en c:aso de reacción positiva.
Este método es más sensible que los anteriores y más frecuentemen-
te usado por la gran ventaja de poder tener un elemento fluorescente
único que servirá para estudiar cualquier número deseado de sueros.
El método índirecto que hemos descrito se usa también para detectar
antígenos usando anticuerpos conocidos. En este casa se sigue el mis-
mo procedimiento de usar las antiglobulinas correspondientes a los
anticuerpos usados, conjugándolas con el fluorocromo.

d) Mé:t:odode la coloración del complemen:t:o: (Fig. 5). Este méto-
do es muy similar al anterior en su procedimiento y en sus usos, ex-
cepto que el componente fluorescente será una antiglobulina contra
el animal que suministre el complemento, generalmente el cobaya, y
que el procedimiento sólo puede usarse en los casos en que la reac-
cien antígeno-anticuerpo fije el complemento.

Controles y pruebas de específícacióm

Es de absoluta necesidad asegurarse que la coloración fluorescen-
te aparecida corresponda a la reacción del antígeno con su anticuer-
po específico. Ya habíamos mencionado sobre la autofluorescencía
de algunos tejidos y organismos, lo cual hay que tenerlo en cuenta
al. valorar los resultados. Además hay que hacer una serie de con-
troles de acuerdo al método utilizado, para asegurar la especificidad
de la reacción. Estos controles están descritos en las publicaciones
que detallan las técnicas de inmunofluorescencia.

USOS DE LA INMUNOFLUORESCENC:IA.

1. VIRUS Y RICKETSIAS (6-7). Con fines experimentales se ha
estudiado el crecimiento y la localización de estos organismos en el
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interíor de las células. Con este fin, o como medio diagnóstico, se pre-
flere el estudio de cortes histológícos fijados en acetona y preparados
en frío. También se pueden estudiar cultivos de tejidos inoculados
con virus o impresiones hechas de vísceras o de material infectado.
Las aplicaciones principales en diagnóstico son las siguientes:

Influenza: Usando el método directo es posible detectar el virus
ce la influenza en frotis de moco nasal o en corte.s de pulmón 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.

Neumonía arípíca prime.ria: Usando como antígeno cortes por
congelación de embriones infectados con el agente Eaton, probable
virus productor de la enfermedad que nos ocupa, se ha pedido utili-
zar el método indirecto para descubrir anticuerpos en pacientes que
presenten esta neumonía.

Rabia: En impresiones de cerebro es posible identificar el virus
antes de q'1e se formen los corpúsculos de Negrí. La prueba es más
sensible que la identificación de estos corpúsculos y ofrece además la
ventaja de poder identificar la infección en glándulas salivares, don-
de nunca se forman estos.

Herpes simple: Usando líquido de las vesículas 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 materias fecales humanas y que infectaron células
de <cultivos de tejidos de riñón de mono. Este método es mucho más
rápido que el de neutralización e igualmente seguro.

Tifo murino y epidémico: Los r ntígenos de las dos ricketsas se
han podido diferenciar utilizando material de embriones de pollo
inoculados con esos organismos. Este procedimiento tend ría uso en el
estudio epidemiológico de brotes de tifo.

Otros virus que se han estudiado con los métodos de inrnuno-
fluorescencia .son los de Herpes zoster, Varicela, Psitacosis, etc. Los
resultados prácti-cos en diagnóstico de enfermedades virales no son
en realidad tan notorios como en otras enfermedades que menciona-
remes posteriormente. Lo que si ha amplirdo grandemente la innr i-

nofluerescencia es el campo investigativo en virología, rama que ~.J-

dos los días adquiere mayor importancia en medicina. La sola rea-



ción con el cáncer 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 inmunológicos corr-ientes. Ellas
son: a) rapidez en la identificación de los gérmenes, pues puede es-
tudiarse la muestra obtenida directamente del paciente o de un cul-
tivo de enriquecimiento, evitando así los pasos para identificación
en otros medios; b) 'posible identificación de gérmenes no viables, co-
mo sucede en pacientes que están en tratamientos o en muestras cu-
yos gérmenes han muerto por alguna causa; esto se debe a que los
organismos en esas circunstancias no han perdido sus capacidades an-
tigénícas, aunque su viabilidad no sea suficiente para reproducirse
en cultivos; e) no es necesaro obtener mue.stras puras, pues los orga-
nismos contaminantes no interfieren con la reacción; d) muy bueno
para identificar bacterias en cortes de tejidos post-mortem; e) las
muestras pueden ser enviadas o almacenadas en frotis secos.

Los principales organismos bacterianos en los que se ha utrl izado
el método inmunofluorescente los comentamos a continuación.

Estreplococo: La identificacíón de estreptococo hemolítíco en fro-
tis de garganta es posible en muy corto tiempo, mediante el LSO de
anticuerpo s fluorescentes específicos. Se obtienen mejores resi i' .dos
cuando el material se cultiva por dos horas en caldo nutritivo, de]
cual se hace la prueba. Las reacciones cruzadas del estreptococo A
con otros grupos han dado origen a procedimientos que permiten su
diferenciación bloqueando previamente estos con antíeuerpos no
fluorescentes.

Estafilococosr Estos organismos presentan en ocasiones reacción
inespecífica con antícuerpos no homólogos, por lo cual las experien-
cias con este microorganismo no son muchas.

Neumococo: Este germen fue el primero que se observó por la
técnica de anticuerpos fluorescentes, hecho registrado como históri-
co en el tema que nos ocupa. Correspondió al Dr. Alberto Coons, de
la Facultad de Medicina de Harvard, el estudio publicado en 1942, en
e] cual demostró, por primera vez, la presencia de antígenos neumocó-
cícos en tejidos, usando inmunofluorescencia.

Neisseria y Mima: Tanto el gonococo como el meningococo se
han estudiado con éxito usando reacciones di re e t a s e indirectas.
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La especificidad de los métodos, cuando se usan buenos controles y
procesos de absorción o bloqueo de los organismos relacionados, han
permitido la diferenciación de neisserias y mima. En países como Sue-
cia, donde el procedimiento fluorescente ha sido establecido en los
laboratorios de salud pública, las investigaciones de gonorrea son he-
chas 'con este procedimiento, con resultados mejores y más rápidos
que los obtenidos con los métodos clásicos.

Brucella, Pasieurella, Malleomyces y Hemophilus: Este grupo de
bacilos Gram negativos han sido bien estudiados tanto en animales
como en casos humanos, con resultados muy satisfactorios.

Enteropatógenos: Los estudios con sa1monellas han mostrado co-
rrelación de 96% con los cultivos convencionales, pero su uso no se
ha difundido mucho. En infecciones por Shigella ha sido posible uti-
lizar el método de inmunofluorescencia, para algunas especies, pero
los estudios con sueros polivalentes no han sido muy exítosos.

Donde sí es de gran utilidad es en el diagnóstico de E. coll,
enteropatógeno, en cuyo caso los antisueros específico permiten ha-
cer un diagnóstico muy rápido en díarreas producidas por este orga-
nismo, sin necesidad de recurrir a cultivos, pues la prueba puede ha-
cerse directamente de materias fecales.

Una nueva aplicación de los métodos fluorescentes, se ha estu-
diado recientemente, 'como un avance en salud pública y en bacte-
riología. Se trata del estudio de contaminantes del agua, recogidos en
filtros a través de 1'0scuales se ha hecho pasar la cantidad deseada
del agua que se quiere estudiar. Los organismos retenidos en el filtro
pueden colorearse directamente en él con antícuerpos fluorescentes y
observ:arse en el microscopio, usando luz incidente. Una prueba con-
firmatoria, usada principalmente en contaminaciones del agua por en-
teropatógenos o E. colí, consiste en el mismo método, complementado
de cultivo de los organismos recolectados, cultivo que se filtra luego
para obtener una muestra más abundante y colorearla con antísue-
ros fluorescentes. Esta técnica permite hacer una valoración cuantita-
tiva de la contaminación del agua y puede realizarse muy rápida-
mente.
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Antrax: Ha sido posible demostrar Bacillus anthracis en frotis y
en cortes de tejidos de casos humanos de la enfermedad. También se
han identificado antícuerpos partiendo de cepas conocidas del bacilo,



Bácilo diUérico: Se utiliza la rápida coloración de frotis de gar-
ganta con antisueros fluorescentes, con magníficos resultados que per-
miten hacer un diagnóstico inmediato y establecer un tratamiento
adecuado.

Se ha estudiado la técnica fluorescente en otras bacterias, como
Mycobacteria, Closl:ridia, Aciinomyces, etc.

3. ESPIROQUET AS - (1-2-11).

Treponema pallidum - Este organismo puede observarse en pre-
paraciones obtenidas de chancros, u otras lesiones, usando anticuerpo s
fluorescentes, con una positívídad comparable a la encontrada por
el método de campo oscuro. El método fluorescente tiene la ventaja
sobre éste, de que las muestras pueden ser enviadas o guardadas por
largo tiempo, pues el material para examinar es seco. El mayor uso
del método fluorescente en sífilis, consiste en la prueba indirecta
para demostrar antícuerpos específicos en el suero humano, usando
como antígeno la cepa Níchol, mantenida en testículo de conejos.
Esta prueba es tan específica como la de inmovilización del trepo-
nema, aunque un poco menos sensible que ella. Se ha impuesto en
muchos laboratorios especializados por ser más sencilla que la de
ínmovilízacíón y mucha más específica que las pruebas con antígenos
lipídicos. Esto no implica que estas últimas reacciones deban ser des-
cartadas, pues están ya consagradas como muy sencillas y de gran
utilidad.

Leptospiras: Se han estudiado varias leptospiras humanas y de
animales en cortes de tejidos, para identificar la presencia del micro-
organismo, 'con buenos resultados. Hay reacción cruzada con algunas
otras espiroquetas

Borrelias: Se han comparado las reacciones de B. recurrenfis y
B. vicenti con sueros específicos y con sueros de sifilíticos, compro-
bándose que no hay reacciones cruzadas con éstos.

4. PROTO:ZOOS (1-2-12 a 18-21).

Amibas. Ha sido posible diferenciar desde el punto de vista in-
munológíco la Entamoeba histolyfica, de la llamada raza ¡pequeña,
que más bien debe considerarse como una especie diferente, con el
nombre de E. hartmanni. Esto se ha hecho mediante la producción
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de antisueros específicos, inyectando a conejos las amibas provenien-
tes de cultivos. También se ha diferenciado de la E. coli, especie acep-
tada como no patógena, la cual tiene semejanzas morfológicas con E.
histoly!ica.

Paremecium y Balanrídíum. Estos dos protozcos ciliados, el pri-
mero de vida libre y el segundo parásito de animales y humanos, -se
han estudiado usando el método directo, por combinación con anti-
cuerpos fluorescentes.

Tr íchcmonas, Se ha tratado de hacer la diferenciación de varias
razas de T. vaginalis, así como la diferenciación de esta raza con otras
especies. 1.3s coloraciones inespecíficas de leucocitos y células desca-
rnadas en flujos producidos por T. vaginalis ha dificultado la aplica-
ción del método fluorescente al diagnóstico de este parásito en pa-
cientes.

Tryp¡moscmas y Lelshmaníasr En la enfermedad del sueño se ha
usado el método con fines diagnósticos así como también en la en-
fermedad de Chagas. En esta se ha estudiado el método indirecto
comparado con la fijación del complemento. Los resultados han sido
más específicos para la última reacción, pues la primera ha revelado
un buen número de reacciones cruzadas entre T. cruzi y T. rangeli.
En enfermos con Kala-azar se han identificado anticuerpos circulan-
ies que reaccionan específicamente con antígeno constituido por lep-
iomonas de Leíshmanía donovaní, Se observaron reacciones cruzadas
con sueros de pacientes que padecían leishmanias mucocutánea y con
algunoscasos de enfermedades infecciosas.

Plasmcdíum. Ha sido posible determinar anticuerpos por méto-
dos inmunofluorescentes en poblaciones donde la malaria es hiper-
endémica. Se ha comprobado que la reacción' a los Plasmodíum hu-
manos es cruzada con un buen número de Plasmodium de animales.

Toxoplasma. La dificultad de diferenciar e s t e microorganismo
en cortes histológicos con otros similares como Histoplasma, Leishma-
nia o Besnoitia, ha sido en gran parte superada con el uso de la técnica
fluorescente. El método directo usado en cortes corrientes o por conge-
lación revela una coloración específica del parásito. También se ha
usado el procedimiento fluorescente para determinar anticuerpos en
suero, utilizando la prueba de inhibición, la cual ha dado resultados



comparables a los obtenidos en la prueba del colorante, con 13 ven-
taja sobre esta de que se trabaja con toxoplasmas muertos.

5. HELMINTOS (1-19-20-21).

Esquistosomas. El suero de pacientes con la enfermedad, marca-
do con el colorante fluorescente, produce un precipitado alrededor
de huevos vivos de Schistosoma, Este precipitado circumoval fluo-
rescente se ha usado como método diagnóstico. También se ha usado
el método indirecto para estudiar anticueros, usando cercarias ccmo
antígeno.

Trichinella. Usando larvas como antígeno se produce fluorescen-
cia en la zona oral e en las células del tracto intestinal, lo cual su ,;ie-
re que el componente antigéníco reside en alguna sustancia presente
en el tubo alimenticio. Esta reacción ha sido posible obtenerla con
suero de pacientes que padezcan la infección.

Filarias y Césíodes. También se ha usado el método de inmuno-
fluorescencia en estudios relacionados con f'ilarias, principalmente
con W. bancroUi y con O. volvulus. aunque su uso en diagnóstico aún
no se ha perfeccionado. En el grupo de los céstodes han dado buenos
resultados las reacciones para quiste hidatídico, usando scólex como
antígenos y para Hymenolepis nana en tejidos de animales infectados.
tados.

6. HONGOS (1-2).

La autofluorescencia de algunos hongos fue una dificultad inicial
para la aplicación de las técnicas fluorescentes, lo cual ha venido
eliminándose con el uso de mejores procedimientos y de anticuerpos
más potentes.

Cándida: Se ha diferenciado la C. albicans de las otras especies
no patógenas a excepción de C. trcpícalís,

Hístoplasma, En las formas tisulares de H. capsulatum se ha he-
cho coloracíón específica que ha permitido la diferenciación de este
organismo con 'otros hongos. También se han hecho coloraciones en
esputo y se han estudiado sueros de enfermos, los cuales no dan reac-
donesc r u z a d a s con los de pacientes que sufran otras micosis
sistémícas,
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Cryptoccccus neoformans: Las coloracion es en tej idospor métodos
conocidos e inmunofluorescentes han dado resultados favorables al se-
gundo, por lo cual se ha recomendado como procedimiento de rutina.

Blas:l:omyces y Sporotrichum: Los antisueros para estos dos hon-
gos se han usado con buenos resultados en estudios experimentales,
aunque con reaccionescruzadas para otros hongos. Esta dificultad .ha
sido superada utilizando el método de absorción previa, con antígenos
de los hongos que presentan esas reacciones.

7. ANTIGENOS y ANTICUERPOS NAT:IVOS. (1-22-23-24).

Existen en el organismo animal un gran número de sustancias
normales que son buenos antígenos y que se han podido identificar
por el método de la ínmunofluorescencia, Así, por ejemplo, algunas
hormonas se han estudiado usando anticuerpos fl:uorescentes contra
ellas, 10 que ha permitido reconocer el punto de origen o su locali-
zación en las glándulas endccrinas. La hormona adrenocorticotropa
se ha identificado en las células basófilas de la pituitaria, la insulina
en las células beta de los islotes, la tiroglobuilna en el coloide y en
los acinos de esa glándula, etc. También algunas enzinas han podido
ser localizadas, tales como la renina, catalaza, etc. Se han producido
antisueros contra vísceras y órganos, los cuales reaccionan específi-
camente con ellos. Esto abre un gran campo de investigación en me-
dicina, el cual ya se ha principiado a aplicar en tumores malignos,
los cuales no toman la coloración fluorescente al poner-los en contac-
to con el anticuerpo específico para el órgano donde está localizado
el tumor. El caso opuesto también se ha estudiado, o sea el de usar
anticuerpos contra tumores, los cuales se conjugan con ellos, pero no
con la parte normal del órgano. Las células sanguíneas y los factores
que determinan los grupos sanguíneos han sido origen de investiga-
ciones por parte de varios autores, así como las globulinas anormales
que aparecen en varias enfermedades. De estas merecen citarse es-
pecialmente las del rnieloma, macroglobulinemia, el factor reumatoi-
de y la proteína C-reactiva.

Se ha identificado gama globulina en las lesiones glomerulares
de glomerulonefritis, nefrosis lipóidica, lupus eritematoso disemina-
do, amiloidosís, etc. En estos casos la demostración de esa globulina
nativa por métodos inmunofluorescentes ha hecho pensar que sea el
resultado de la reacción inmunológica local. La reacción antígeno-an-



ticuerpo es la mejor teoría para explicar la acumulación de gama-glo-
bulina en la piel en casos de dermatitis por contacto, en el corazón
en casos de fiebre reumática y en tejido sinovial de pacientes con
artritis reumatoidea. Han sido descubiertas localizaciones de esa glo-
bulina en muchos otros órganos por el método que nos ocupa, lo cual
ha abierto un amplio campo en el estudio de las enfermedades del co-
lágeno y autoinmunes.

Por los métodos fluorescentes ha sido posible encontrar un gran
número de auto-antícuerpos, o sea anticuerpos formados contra com-
ponentes propios del mismo individuo. Esto ha sido un avance en e]
estudio de varias enfermedades humanas. Las principales serán men-
cionadas a continuación:

Lupus .eritematoso disemin.ado: En pacientes con esta enfermedad
se ha encontrado un factor antinuclear de un modo constante, el cual
se pone de manifiesto al combinar tejidos de animales o leucocitos
comofuente de núcleos con suero del paciente, seguido de antiglo-
bulina humana fluorescente. Esta reacción aunque constante en casos
de lupus, se presenta también en pacientes con escleroderma, derma-
tomiositis, artritis reumatoidea, y en menores proporciones en casos
de colitis ulcerativa, tiroiditis y miastenia gravis.

Enfermedades firoideas: La relación de algunas enfermedades con
la presencia de auto-anticuerpos, se ha estudiado por los métodos fluo-
rescentes. En la enfermedad de Hashímoto se han encontrado anti-
cuerpos contra extractos de tiroides humano. Ha sido posible repro-
ducir en animales la tiroiditis crónica, en cuyo caso hay formación
de anticuerpo s contra el tiroides de ese animal. Estos y otros estudios
han hecho pensar que la tiroiditis humana crónica sea una enferme-
ilad autoinmune,

Enfermedad de Addison: Ha sido posible encontrar auto-anticuer-
pos contra células de la corteza suprarrenal en un buen número de
casosde esta enfermedad. Experimentalmente se han inmunizado co-
nejoscon extractos de glándula suprarrenal, en los cuales se han he-
cho estudios relacionados con este tema.

Anemia pernícíosai El suero de pacientes con esta enfermedad
contieneauto-antícuerpos para las células gástricas paríetales, los cue-
les pueden ponerse de manifiesto con el método fluorescente. Este
procedimiento promete ser muy efectivo en el diagnóstico de la en-
fermedad.
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Colitis ulcerafíva cromcae Las primeras investigaciones en este
campo demostraron que el suero de niños con la mencionada enfer-
medad se combinaba con células del cólon cultivadas in vitro. Los
resultados de estudios posteriores han permitido identificar anticuer-
pos en muchos casos, aunque el método aún no puede usarse con fi-
nes de diagnóstico.

Otras enfermedades: Un buen número de entidades patológicas,
en las cuales hay factores de autoinmunidad, como mecanismo pro-
ductor de ellas, se han identificado anticuerpos contra los órganos
afectados o contra células determinadas. Así, por ejemplo, se ha localiza-
do gama globulina en las células retículo-endoteliales del hígado, en
casos de hepatitis y cirrosis post-necrótica. Ya habíamos mencionado
la identificación de la misma globulina en el riñón de pacientes con
enfermedades de este órgano. Algunos casos de infertilidad masculi-
na se han atribuído a la presencia de auto-anticuerpos a los esper-
matozoides, los cuales se han identificado por m é t o d o s fluores-
centes. En enfermedad reumática del corazón se ha comprobado la
presencia de sustancias anti-ccrazón y se ha afianzado la teoríia de
que esta es la respuesta auto-inmune a los estreptococos, al demos-
trarse que el grupo A de estos organismos presenta reacción inmuno-
lógica cruzada con tejido cardíaco. En miastenia gravis se conocen au-
to-antícuerpos para los músculos, así como contra plaquetas y mega-
cariocitos en púrpura trombocitopénica.

RESUMEN:

Esta divulga-ción sobre microscopia fluorescente comprende una
corta explicación sobre lo que es fluorescencia, una descripción del
equipo necesario y la relación de las técnicas utiliz-adas tanto para la
colora-ción fluorescente simple -COPlO para los proi edimientos de in-
munofluorescencia. Se hace una corta descripción de las aplicaciones
del método en enfermedades producidas por virus y ríckettsias, por
bacterias, por espiroquetas, por protozoos, por helmintos, por hongos
y por auto-anticuerpos. Al mencionar cada una de las enfermedades
se resumen las principales investigaciones hechas y los usos del mé-
todo fluorescente como diagnóstico. Este artículo no pretende ser una
recopilación completa, ni dar detalles técnicos sobre los métodos. Se
enumeran por eso unas referencias importantes, que deben ser con-
sultadas para mayor información.
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SYNOPSIS

This pr"per presents a short explanation on what fluorescence is,
on the equipment necessary and t:he technics used, for the simple
fluor escence staining and for inmunofluorescence. There is a descrip-
tion of the uses of the method in diseases produced by viruses and
rickettsia, bacteria, spiroquetes, protozoa, helminths, fungi and auto-
antibodies. When mentioned each of these diseases, there is a short
sumrnary on the investigations and the diagnostic uses of the fluo-
yescent technics. This article in not a complete recopilation on the
subject and do not contain él. detailed description of the rnethods,
which could be studied in the books and papers cited in the refe-
rence.
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ENCUESTAS:

ENCUESTA SOBRE LA HISTOPLASMOSIS y LA PARACOCCIDIOIDOMICOSIS

EN UN HOSPITAL DE TUBERCULOSOS +

Dres: Alvaro Uribe Peláez **
Luis Carlos Montoya Rodríguez ***
Angela Restrepo Moreno **'.:"~

Tanto la histoplasmosis como la paracoccidioidomicosis presentan
localizaciones pulmonares con características muy similares a las de
la tuberculosis, lo que ocasiona dificultades diagnósticas. Además, se
ha demostrado que en los hospitales de tuberculosos localizados en
zonas endémicas, son frecuentes los casos de histoplasmosis (1,2).
Utilizando reacciones serológicas Furcolow, Schubert, Tash, Doto y
Lynch (3) informan que un 7.5% de los pacientes recluidos en sana-
torios norteamericanos, cubanos y canadienses poseen títulos de antí-
cuerpos altos, sugestivos de infección con H.capsulatum. Conti-Díaz,
Zarzábal y Mackinnon (4) estudian el problema en el Uruguay y
Maekelt (5), en Venezuela. Ambos grupos informan pruebas serológi-
cas positivas en 5-6% de los pacientes tuberculosos examinados. En
cuanto a la paracoccídioidomicosis los datos son más escasos pero la
presencia de la entidad en pacientes tuberculosos ha sido demostrada
por Angulo (6). El número creciente de pacientes con estas entidades
micóticas que viene siendo informado entre nosotros (7,8,9) promovió
este estudio.

* Estudio subvencionado por una ayuda de investigación del Instituto de
Salud Pública de los Estados Unidos (NIH Grant Al-006637-01).
Médico residente de Patología Clínica.
Médico Jefe del Hospital Sanatorio "La María".
Profesora Agregada del Dpto. de Microbiología y Parasitología, Facultad

de Medicina, Universidad de Antioquia, Medellín.

**
***
****
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RESULTADOS

MATERIALES Y METODOS

Se realizó la encuesta en el Hospital Sanatorio "La María" de
Medellín tomando la totalidad del personal existente, excepción he-
cha del grupo quirúrgico. Se examinaron 152 pacientes, 80 hombres y
72 mujeres cuyas edades oscilaban entre los 4 y los 72 años. Estos
pacientes provenían de zonas diversas del Departamento y presenta-
ban evidencia clínica de tuberculosis. Se obtuvieron, inicialmente,
muestras de sangre de los pacientes y una semana después les fueron
aplicados intradermorreacciones consistentes en la inyección de 0.1
mI. de histoplasmina I'") al1j100 y de paracoccidioidina miceliar y le-
vaduriforme (lO microg.) Las paracoccidioidinas fueron preparadas y
estandarizadas por uno de nosotros (10). Las pruebas se aplicaron en
zonas diversas de ambos antebrazos y fueron leídas 8. las 24 y 48 ho-
ras. Se tomó como reacción positiva mínima, una de 5 mm de indu-
ración.

Las pruebas serológicas utilizadas fueron la fijación del comple-
mento y la precipitación en gel de agar. Para ambos se usaron anti-
genos derivados de las fases miceliar y levaduriforme del P.brasiliensis
y del H.capsulatum.

Los antígenos del H.capsulatum fueron preparados según las re-
comendaciones de Hill y Campbell (11) y las del P.brasiliensis con
técnica nuestra (lO). Para la fijación del complemento se utilizaron
las técnicas descritas por Hill y Campbell (11) y para la precipitación
en gel de agar, las de Heiner (12). .

En 9 de los pacientes se verificaron cultivos e inoculaciones a
partir de 3 muestras diferentes de esputos, siguiéndose las recomen-
daciones de Conti-Diaz et al. (4).

1. Pruebas intradérmicas

En los hombres se obtuvieron 18 pruebas positivas para la histo-
plasmina (22.50%) y 14 (17.50%) para las paracoccidioidinas. En
las mujeres, 7 (9.77%) resultaron positivas para la histoplasmina y
3 (4.16%) para las paracoccidioidinas. (Véase cuadro NQ 1).

Distribuyendo la positividad obtenida con las paracoccídioidinas
se observó que la miceliar produjo en los hombres 11 reacciones y la

(*) Suministrada gentilmente por E. Lilly and Company, Indianápolis, Indiana.
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levaduriforme 3. En las mujeres las 3 reacciones positivas fueron ob-
tenidas con el antígeno miceliar. Las 3 pruebas fueron simultánea-
mente positivas en 9 casos, todos ellos del sexo masculino.

CUADRO N9 1

DISTRIBUCION DE LA SENSIBILIDAD CUTANEA A LA
HISTOPLASMINA y A LAS PARACOCCIDIOIDINAS EN

LOS ENFERMOS DEL HOSPITAL SANATORIO "LA MARIA".

Sexo Histoplasminas+ %Positividad Paracoccidioidinas+ %Positividad

Total hechas Total hechas

M 18 22.50 14 17.50

80 80

F 7 9.77 3 4.16

72 72

Totales 25 16.44 17 11.18

152 152

2. Reacciones serológicas

a) Precipitación en gel de agar: solamente uno de los sueros pro-
cesados reaccionó en forma positiva en esta prueba, observándose ban-
das de precipitado para la histoplasmina y la paracoccidioidina mice-
liar (caso N° 1).

b) Fijación del complemento

Los antígenos del P.brasiliensis no dieron reacciones positivas con
ningún suero.

El antígeno miceliar del H.capsulatum produjo reacciones posi-
tivas en el suero de 13 pacientes y en 4 de ellos el antígeno levaduri-
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forme dio igualmente positivo, siendo el porcentaje global de positi-
vidad equivalentes a 8.85. Tales reacciones fueron de títulos bajos,
no superiores al 1/64.

En 9 de estos pacientes la historia clínico-radiológíca y los aná-
lisis del laboratorio bacteriológico eran los de una tuberculosis típica
siendo muy escasas las posibilidades de infección mieótica sobreagre-
gada. En los 4 pacientes restantes tales posibilidades eran menos re-
motas. A pesar de que los cultivos e inoculaciones tendientes al aisla-
miento del hongo dieron resultados negativos en estos pacientes, las
historias clínicas, presentadas a continuación, permiten considerar la
histoplasmosis como diagnóstico probable.

Paciente NQ1 - e.J.e.: Ingresó al hospital "La María" el 22 de
abril de 1965, edad: 38 años. Natural de Santa Rosa de Viterbo. Re-
sidencia: Medellín hace 8 años. Oficio: vendedor de frutas y carretí-
lL-~ro.

Los antecedentes hereditarios y personales conocidos carecen de
.mportancia.

En la historia de ingreso se anota: Peso: 45 kilos. Talla: 1.60 mts,
"Paciente dísneico, pálido, cianótico, en malas condiciones generales".
:gnora el posible contacto para la infección tuberculosa. Refiere que
su enfermedad se manifestó unos 4 meses antes con fiebre y asfixia.
Asistió entonces a consulta a la entidad denominada Casa Mariana y
de allí fue enviado a uno de los consultorios oficiales de Vías Respi-
ratorias de la ciudad, donde inició tratamiento antituberculoso, pero
en vista del pésimo estado general y socio-económico se remitió al hos-
pital "La María". Al examen realizado allí se halló entre otras cosas
"hepatomegalia de 4 dedos por debajo del reborde costal, dolorosa",
"piel atrófica descamativa" en los miembros, "cor pulmonale crónico".

Hemograma en abril 29/65: Hematíes: 2.890.000. Hematocrito:
24, Hemoglobina: 7.2; r.v.c.. 86; P. Hb. e.: 25.5; P. e. Hb. e. 30.
Leucocitos: 11.350. Neutrófilos. 69. Eosinófilos: O. Basófilos: O. Lin-
focitos: 31. Monocitos: O. Eritrosedimentación: 1~ hora: 76 mm. 2~
hora: 102 mm.

Es de anotar que antes del ingreso al hospital la prueba de tu-
berculina fue positiva 11 mm. (23 de marzo/65).

La radiografía de tórax de marzo 23/65 revela: H.D.: lobitis su-
perior excavada y con discretos nódulos que también se aprecian en
el resto del parenquima; pequeñas calcificaciones en el campo infe-
rior; adherencia s diafragmáticas. H.I.: opacidad no homogénea, casi
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generalizada, de apariencia fibroexudativa, con zona clara central sos-
pechosa de cavidad; atracción cardiomediastinal.

En el hospital el tratamiento antituberculoso se realizó los cuatro
primeros meses con isoniazida y estreptomicina y luego se adicionó
PAS; con tal tratamiento continúa en la actualidad (Noviembre del 65).

En el hospital se hizo baciloscopia de esputo al ingreso y fue ne-
gativa para bacilos ácido alcohol resistente, así como al mes siguien-
te. Hubo luego baciloscopia positiva en Junio y Agosto y de nuevo
negativa en Septiembre y Octubre.

Hemograma en Octubre 29/65: Hematíes: 4.450.000. Hematocri-
to: 37. Hemoglobina: 11.3. P.V.C.: 84.5. P.Hb.C.: 25.5. P.C. Hb.C.:
30.5. Leucocitos: 11.100. Neutrófilos: 70. Eosinófilos: 4. Basófilos:
O. Linfocitos: 26. Mococitos: O. Eritrosedimentacin: 1" hora: 8mm. 2~
hora: 14 mm.

Hay apreciable mejoría del estado general y el peso es 10 kilos
superior al del ingreso.

Una radiografía pulmonar de Octubre 29/65 revela: H.D. imá-
genes fibrosas del lóbulo superior con cisuritis subyacente y paqui-
pleuritis marginal en el mismo lobulo; pequeñas calcificaciones
diseminadas, predominantes en la zona parahiliar; adherencias día-
fragmáticas. H.L: velo generalizado, no homogéneo, de tipo fibroso,
con zona clara central que podría corresponder a excavación; atrac-
ción cardiomediastinal: adherencias diafragmáticas. El estudio com-
parativo de esta radiografía con la de marzo revela modificación muy
favorable, con absorción del elemento exudativo y mayor evidencia
de las calcificaciones anotadas en el hemitórax derecho. (Fig. 1)

El examen general realizado en reciente fecha revela mícroadeno-
patía inguinal discreta, hígado que a la percusión rebasa un través
de dedo el reborde costal y resistencia abdominal sin sensación dolo-
rosa.

En Mayo de 1965 la prueba intradérmica con histoplasmina dio
un resultado positivo con 22 mm. de induración. La paracoccidioidina
miceliar fue de 8 mm. La reacción de fijación de complemento con
antígeno miceliar del H.capsulatum fue positiva a un título de 1/8.
La reacción de precipitación con el antígeno anterior y con el mice-
liar del P.brasiliensis produjo bandas de precipitado con ambas pre-
paraciones.

Comentario: El paciente en referencia padece tuberculosis pul-
monar, confirmada al laboratorio y con aspecto radiológico acorde con
ella. Hay además al estudio radiológico imágenes compatibles con la
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Fig. 1. Caso N9 1 - H. D. imágenes fibrosas en lóbulo superior, cisuritis y pa-
quipleurrtis: calcificaciones pequeñas, diseminadas. Adherencias di'a:firagmáti-
caso H. H. velo tdpo f'ibrosos, zona clara central (excavación"), atracción car-

díomedíastínaí. Adherencias diafragmátícas.

F'ig. 2. Caso N9 2 - H. D. calicificaciones híliares y de base. H. l. imagen de
aspecto cavrtarío, rnúbtiples calcificaciones hílíares, Imagen hilíae amplia.



presencia de histoplasmosis, sin que le sean exclusivas; son ellas las
calcificaciones diseminadas y las adherencias diafragmáticas. A este
último respecto podríamos citar a Banyal (13) quien refiriéndose a
la histoplasmosis anota que "la pleura frecuentemente muestra un
proceso reciente de organización fibropurulenta o densas adhesiones
fibrosas". Hablan en igual sentido el examen clínico reciente, la prue-
ba de histoplasmina y las reacciones serológicas, especialmente la de
precipitación pues se considera que este tipo de anticuerpos existen
sólo en formas activas más o menos iniciales.

Paciente N9 2 - C.H.: Ingresó al hospital "La María" el 27 de
abril de 1964. Edad: 10 años. Natural de Altamira (A). Residencia:
Medellín.

Los antecedentes hereditarios conocidos carecen de importancia.
Antecedentes personales: bronquitis y sarampión. Ignora el contacto
origen de la enfermedad pulmonar.

En la historia de ingreso consta que es paciente de 23 kilos de
peso, 1.25 mts. de talla y que la enfermedad se manifestó 9 meses
antes con fiebre vesperal vómito, diarrea, mucha tos y la persistencia
de una "gripa pasmada". Por tal razón fue tratada para tuberculosis
en uno de los Consultorios oficiales de Vías Respiratorias de Medellín
y después enviada al hospital "La María". La prueba de tuberculina
verificada en el Consultorio de Vías Respiratorias Iue positiva flic-
tenular.

Hemograma en Mayo 4/64: Hematíes: 3.160.000. Hematocrito:
26. Hemoglobina: 9.7. P.V. C.: 84. P. Hb. C.: 31. P.C. Hb. C.: 37.5.
Leucocitos : 12.200. Neutrófilos: 72. Eosinófilos: 1. Basófilos: O. Lin-
focitos: 27. Monocitos: O. Eritrosedimentación: 1" hora: 5 mm. 2~
hora: 8 mm. El examen coprológico mostró la presencia de algunos
parásitos.

En la radiografía pulmonar de abril 10/64 se aprecia: H.D.: al-
gunas calcificaciones hiliares y en la base. H.I.: imagen de aspecto
cavitario de diámetro aproximado de 1 cm., en la unión del campc
medio con el inferior; hilio un poco denso; calcificaciones hiliares.

En el hospital ha sido tratada para tuberculosis con isoniaaida,
estreptomicina, PAS, D-Cicloserina y etioniamida (trecator) en diver-
sas combinaciones, sin modificación sustancial en la imagen pulmonar,
aunque con apreciable mejoría del estado general.

Hemograma en Octubre 29/65: Hematíes: 3.960.000, Hematocri-
to: 34. Hemoglobina: 11.3. P.V.C.: 88. P. Hb. C.: 29. P.C. Hb. C.: 33.
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Leucocitos: 14.900. Neutrófilos: 48. Eosinófilos: 6. Basófilos: O. Lin-
facitas : 46. Monocitos: O. Eritrosedimentación: 1:¡. hora: 5 mm. 2:¡.ho-
ra: 10 mm.

La baciloscopia del esputo fue positiva para bacilos ácido alho-
hol resistentes "muy escaso" al ingreso. Se realizaron luego doce ba-
ciloscopias de esputo que fueron negativas. En el transcurso de ellas
se hicieron dos lavados gástricos y uno bronquial, negativos todos al
examen directo y positivos al cultivo los dos gástricos, uno de ellos
señalado con dos cruces y el otro con tres. En el último mes de Sep-
tiembre se practicaron dos lavados bronquiales y uno gástrico que
fueron negativos al examen directo y cuyo resultado de cultivos no se
conoce aún. Sinembargo una baciloscopia de esputo en el mismo mes
fue positiva. El esputo en Octubre, mes en que se hace esta anotación,
fue negativo.

En la radiografa pulmonar de Octubre 29/65 se aprecia: H.D.:
algunas calcificaciones hiliares y en la base. H.I.: imagen de aspecto
cavitario en la unión del campo medio con el inferior, sin modifica-
ción de interés respecto a la que se anota en la radiografía de Abril;
múltiples calcificaciones hiliares; imagen hiliar amplia. (Fig. 2)

En el examen clínico verificado recientemente se halló mícroade-
nopatía cervical e inguinal y dolor a la presión en el hipocondrio iz-
quierdo.

La prueba intradérmica para histoplasmina en Mayo de 1965 fue
negativa. Igualmente negativa fue la paracoccidioidina. La reacción
de fijación de complemento, con antígeno miceliar del H.capsubtum
fue positivo al 1/32.

Comentario: Debemos aceptar en el presente caso el diagnstico
de tuberculosis pulmonar, pues baciloscopias positivas para bacilos
ácido-alcohol-resistentes y el cultivo igualmente positivo de dos lava-
dos gástricos así lo proclaman; a ello hay que agregar una prueba de
tuberculina positiva y una imagen radiográfica pulmonar izquierda
de aspecto cavitario sugestiva de lesión bacilar. Es sorprendente en
verdad que el caso se haya revelado francamente resistente a un tra-
tamiento sanatorial bien conducido que ha incluido no sólo las drogas
de batalla corrientes sino otras tales como la D-Cicloserina y la etio-
niamida para las cuales es remoto presumir una fuente de contagio
constituida por micobacterias ya resistentes. Además, el paciente en
referencia reune en su estudio datos que autorizan para aceptar co-
mo muy probable la presencia de histoplasmosis, pues a la prueba se-
rológica se agrega la existencia de adenopatías y una imagen radíoló-
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gica pulmonar con la presencia de calcificaciones, especialmente evi-
dentes y numerosas en la zona hiliar izquierda, todo lo cual confirma
la razón de la presunción diagnóstica.

Paciente N? 3 - N.O.: Ingresó al hospital ~'La María" el 7 de
Diciembre de 1964. Edad: 9 años. Natural de Sopetrán. Residencia:
Sopetrán.

En la historia se anota como antecedente persona] "cólicos y ce-
faleas frecuentes". El padre es tuberculoso en tratamiento ambulato-
rio y una hermana lo es igualmente y se halla hospitalizada en "La
María". Un año antes asistió a revisión por razón de contacto a uno
de los Consultorios oficiales de Vas Respiratorias de Medellín y pre-
sentaba anorexia, gripes y astenia generalizada. La prueba de tuber-
culina verificada en Sopetrán fue positiva. En el Consultorio de Vías
Respiratorias se le hizo tratamiento para tuberculosis y luego se envió
a "La María".

El ingreso, según consta en la historia, era niña de 20 kilos de
peso, 1.15 mts. de talla, "muy pálida, delgada, en regulares condicio-
nes generales". "Abdomen globuloso. No se aprecia visceromegalia"
Piel atrófica, descamativa en los miembros.

Hemograma en Enero de 1965: Hematíes: 3.860.000. Hematocri-
to: 33. Hemoglobina: 10.8. P.V. C.: 87. P.Hb. C.: 27. P. C. Tb. C.:
32. Leucocitos: 15.000. Neutrófilos: 69. Eosinófilos: 1. Basófilos: O.
Linfocitos: 30. Monocitos: O. Eritrosedimentación: 1~ hora: 3mm. 2'
hora: 9 mm.

La radiografía pulmonar de Diciembre 18/64 revela: H.D.: imá-
genes infiltrativas con zona al parecer cavitaria infraclavícular y ve-
lo hiliar paramediastinal que podría corresponder a adenopatía. H.I.:
calcificaciones hiliares.

El tratamiento para la afección pulmonar se ha- realizado en el
hospital con isoniazida, estreptomicina y PAS y la evolución ha sido
satisfactoria en cuanto al estado general y desde el punto de vista
radiológico, especialmente por cuanto no se aprecia la imagen de as-
pecto cavitario.

Hemograma en Octubre 29/65: Hematíes: 3.870.000. Hematocrí-
to: 34. Hemoglobina: 10.8. P.V. C.: 89. P.Hb. C.: 28. P.C. C.: 32.
Leucocitos: 18.100. Neutrófilos: 60. Eosinófilos: 15. Basófilos: O. Lín-
focitos: 25. Monocitos: O. Eritrosedimentación: 1" hora: 8 mm, 2:)
hora: 20 mm.

Se han practicado en el hospital ocho baciloscopias de esputo y
sólo la penúltima fue positiva para bacilos ácido-alcohol-resistentes.
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Filg. 3. Caso NI? 3 - H. D. calciñcaciones hiliares y para-hdliares, zonas de fi·
brosís, densidad paramediastinal en zona ihiüaa:.
H. 1. oa'lcificaciones hilíares y ¡de otras zonas.

F'ig. 4. Caso NI? 4 - H. D. oalcdficaciones hiñiares y para-hitiares. H. 1. oalci-
fioaciones corno .en H. D. Y zona de opacidad cleidohil iar ItipO fibroso,
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La radiografía pulmonar de Octubre 29/65 revela: H.D.: calci-
íicaciones hiliares y parahiliares; dos zonas de tipo fibroso posible-
mente residual; densidad paramediastinal en la zona hiliar, al parecer
por adenopatía. H.I.: calcificaciones hiliares y en otras zonas. (Fig.
3)

Al examen clínico verificado en fecha reciente es de anotar un
bazo percutible en extensión muy apreciable y la presencia de adeno-
patía cervical e inguinal derecha. I

La prueba intradérmica para histoplasmina en Mayo de 1965 fue
negativa. También lo fue la paracoccidioidina.

La reacción de fijación del complemento en antígenos del H.cap-
sulatum fue positiva para el miceliar al 1/64 y para el levaduriforme
al 1/8.

Comentario: Una baciloscopia positiva para bacilos ácido alcohol
resistentes adicionada como en el presente caso con los factores tu-
berculina positiva, contacto familiar y aspecto radiológico pulmonar
sugestivo, autoriza el diagnstico de tuberculosis. Consideramos sin-
embargo, que la investigación de histoplasmosis ha suministrado da-
tos suficientes para aceptar también su presencia. Tales la prueba se-
rológica positiva a títulos altos, lo- anotado en el examen clínico
reciente y la radiografía pulmonar, donde a las calcificaciones se agre-
ga la densidad en la zona hiliar derecha que bien podría corresponder
a lo que Banyal (13), hablando de histoplasmosis, denomina "gro-
sera adenopatía hiliar".

Paciente NQ 4 - A.V.: Ingresó al hospital "La María" el 9 de
Junio de 1964. Edad: 10 años. Natural y residente de Bolívar (A.)
Se ignoran antecedentes hereditarios de importancia. En la historia
se anotan como antecedentes personales sarampión y varicela. Consta
igualmente en la historia: pésimas condiciones socio-económicas. Dos
hermanos están en tratamiento para tuberculosis. La enfermedad que
motivó el ingreso al hospital se manifestó aproximadamente un año
antes con "fiebre persistente, pérdida de peso, sudoración nocturna,
anorexia". Al examen se halló un niño de 21 kilos de peso, 1.19 mts.
de talla, delgado, con estado general aparentemente aceptable.

Hemograma en Junio 12/64: hematíes: 3.580.000. Hematocrito:
31. Hemoglobina: 9.72. P.V.C.: 89. P.Hb. C.: 27.5. P.C. Hb. C.: 31.
Leucocitos: 13.100. Neutrófilos: 84. Eosinófilos: 1. Basófilos: O. Lin-
focitos: 15. Monocitos: O. Eritrosedimentación: 1~ hora: 24 mm, 2~
hora: 50 mm. El examen coprológico revela presencia de algunos pa-
rásitos.

VOL. 16 - 1966 - NQ 4 333



Fue enviado al hospital como caso ,'de urgencia" por uno de los
Consultorios oficiales de Vías Respiratorias y allí refieren que la prue-
ba de tuberculina fue positiva (14 mm.)

En la radiografía pulmonar de Junio 10/64 se aprecia: H.D.:
calcificaciones hiliares y parahiliares. H.I.: infiltrado del campo supe-
»ior y calcificaciones parahiliares.

En el hospital fue tratada para su afección pulmonar con isorria-
zida y estreptomicina durante algunos meses y luego con dichos tu-
berculostáticos y PASo También se suministró un esteroide durante va-
rios días.

La evolución de la enfermedad se realizó en forma favorable con
apreciable mejoría del estado general.

Hemograma en Octubre 29/65: Hematíes: 4.020.000. Hematocri-
to: 33. Hemoglobina: 11.3. P.V.C.: 83. P. Hb. C.: 28. P.C. Hb. C.: 34.
Leucocitos: 11.100. Neutrófitlos: 44. Eosinófilos: 12. Basófilos: O. Lin-
focitos: 44. Monocitos: o. Eritrosedimentación: 1'-' hora: 3 mm. 2'" ho-
ra: 6 mm.

El primero de Septiembre de 1965 se le expidió certificado de que
no presenta signos de tuberculosis pulmonar. Permaneció unos días
más en el hospital mientras venían sus familiares a reclamarlo.

Es de anotar que todas las baciloscopias de esputo hechas en el
hospital, 14 en total, fueron negativas para bacilos ácido alcohol re-
sistentes, una de ellas en esputo recogido durante 4 días, otra en es-
puto de 3 días con microcultivo precoz y otra en esputo de 5 días
también con microcultivo precoz. Además dos exámenes de jugo gás-
trico realizados en Junio último fueron negativos para bacilos ácido
alcohol resistentes el examen directo y al cultivo.

La radiografía pulmonar de Octubre 29/65 revela: H.D.: calcifi-
caciones hiliares y parahiliares. H.L.: calcificaciones hiliares, parahi-
liares y predominantes en la cima; zona de opacidad cleidohiliar de
tipo fibroso residual. (Fig. 4)

En examen clínico reciente se halló bazo percutible en zona ex-
tensa y microadenopatía cervical e inguinal.

La prueba intradérmica para histoplasmina en Mayo de 1965 fue
de 6 mm. de induración. De la misma magnitud fue la paracoccidíoi-
dína,

La reacción de fijación de complemento, demostró títulos para
Hicasulatum al 1/8 con el antígeno miceliar y al 1/16 para el le-
vaduriforme.
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CUADRO NC;>2
RESUMEN DE LOS HALLAZOS MAS IMPORTANTES EN PACIENTES TUBERCULOSOS CON

REACCIONES SEROLOGIGAS POSITIVAS PARA HONGOS

Paciente

Hi oaps
Precip.

PIroc.
Evol.

Sexo Edad (meses)
Datos dlin.

sobresadien.
Datos radiol.
sobresaliendes

Pruebas
cutanéas

mrn. in. dur.
T H P

Prueb.sero.
F.d1elC.

M. . L.

Cult. e
Inocul.

hongosM L
CJC +S¡1Ja.Rosa

die VÍltel1bo
Residente
MedeHin

M 38 6 Hepa tomegalía,
cor-pulmonal.
Baciloscopias
de ingreso nega-
tivas, luego dos
[ptOsitilV1as.

Lesión cavítaríe izq.
oalcít. hernitónax
derecho, Atoacclón
cardiornediastinal
izquierdo

11 22 8 1/8*

CH 1/32Altamíra
Residente
MedieLlin

F 10 21 Mioroadenopa-
tías cervical
e ingui,nail.. Baci-
Ioscopia. Ingreso:
+; 12 bacilos-
copias más ne-
~arthl1as y 1 po-
sítiva. Cultivos:
Positivos M.
Tuberc. de jugo
gástraco.

Imagen ,oaIVÍJ1Ja,ria
en oarnpo medio
izq. calcificaciones
b iIMetr,a,J.es en
zona h iliar.

flic.

NO 1/64 1/8Sopeltrán F 9 12 Esplenomegal,
microadenop.
Ce!I"V Íloall e
inguinarl; 7 ha-
oilosoop. neg,
y 1 pos.

Z'Qn'8JS ñbrosas en
hemitórax derecho;
caloificaciones
bi,Laltereles.

7

AV BOUViaIt' M 10 26 Míoroadenop.
cervioa1 e
íng, Esplen. 14
bacilosoop. neg.
Cuít, !Il!e-g.

Zona densa residual
en región oleido hi-
11a!I' izq. oalcif.
b ilaterales.

14 6 6 1/32 1/16

*T1tu:lo máximo. T. tuberoulina. H. hístoplasmirna. P. paracocciddoidina.
M. antigeno miceliar. L. antígeno Ievadurrforrne.



Comentario: El contacto familiar, la prueba de tuberculina posi-
tiva y el aspecto radiológico pulmonar al ingreso al hospital autorizan
para aceptar el diagnóstico de tuberculosis como muy lógico aunque
no se haya encontrado el bacilo de Koch. Sinembargo, también halla-
mos lógico aceptar la presencia de histoplasmosis, pues el conjunto
constituido por el resultado de la intradermorreacción con histoplas-
mina, la prueba serológica, el examen clínico reciente y el aspecto
radiológico pulmonar son perfectamente compatibles con tal afección
micótica.

El cuadro NQ2 resume los hallazgos de este grupo.

DISCUSION

Los porcentajes globales de positividad a la histoplasmina (16.44)
y a la paracoccidioidina (11.18) encontrados en este grupo se mues-
tran más bajos que los anteriormente informados para Medellín (14,
15) a saber, 27,76% para la histoplasmina y 27',13:% para la paracocci-
dioidina. Este dato es de interés puesto que señala que no hay reac-
ción cruzada entre la tuberculosisi y las micosis que aquí se conside-
ran. No es tampoco sorprendente el hallar índices más bajos de
sensibilidad cutánea puesto que el grupo examinado provenía de re-
giones muy diversas del Departamento, algunas consideradas como
zonas endémicas y otras no.

La presencia de un 8.55% de reacciones positivas para los antí-
genos del H.oapsulatum está dentro de los límites ya señalados para
los Estados Unidos (3) y otros países sur americanos (4,5). Las prue-
bas serológicas en la histoplasmina son el mejor- método para orien-
tar el estudio clínico de posibles pacientes siempre y cuando hayan
sido verificadas, como en este caso, previamente a la intradermorreac-
ción. Está comprobado el aumento en los títulos de anticuerpos cir-
culantes después de la aplicación de histoplasmina (15). Los resulta-
dos de las reacciones serológicas de este grupo permitieron concentrar
la atención en 4 casos particulares, en los que aunque no se aisló
H.oopsulatum sí existían simultáneamente datos clínicos [viscerome-
galias, adenopatías) y signos radiológicos (calcificaciones múltiples
y otros) sugestivos de tuberculosis e histoplasmosis. Es de anotar que
en estudios realizados en Hospitales de Veteranos en los Estados Uni-
dos (16) sólo se obtuvieron cultivos positivos para H.capsulatum a
partir del 0.9% de los pacientes con serologías positivas, lo que de-
muestra lo difícil de su aislamiento.
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Merecen menClOn los casos NQ 1 y NQ4. En el primero de ellos
la presencia de precipitinas señalaría una fase inicial de la infección
micótica, la que hubiera podido controlarse por el alza en los títulos
de los anticuerpos circulantes durante el transcurso de la enferme-
dad. Sinembargo, el haber efectuado intradermorreacción con histo-
plasmina con resultados positivos, hace que cualquier aumento en los
anticuerpos sea atribuible a tal intradermorreacción y no a la infec-
ción misma.

El caso NQ 4 en el cual se verificaron varias baciloscopias y cul-
tivos sin lograr visualizar bacilos ácido-alcohol resistentes es aún más
sugestivo de infección micótica. El hecho de que el paciente hubiese
mejorado con tratamiento antituberculoso y reposo no excluye la his-
toplasmosis, pues esta puede ceder también con el mejoramiento de
las condiciones generales del individuo. La procedencia de dicho pa-
ciente (Bolívar, A.) es un dato más en Iafor de micosis, pues ha sido
ya demostrada la presencia de la entidad en tal zona (8).

Es interesante que 3 de los pacientes en consideración sean niños.
La ausencia de fijaciones del complemento positivas con los an-

tígenos del P.brasiliensis es dato interesante que habla en favor de su
especificidad. En trabajo que venimos realizando, los pacientes con
paracoccidioidomiosis activa han reaccionado de manera intensa fren-
te a tales preparaciones.

RESUMEN
En el Hospital Sanatorio "La María" de Medellín se realizó un

estudio tendiente a demostrar la presencia de histoplasmosis y para-
coccidioidomicosis.

De 152 pacientes examinados, 25 (16.44%) fueron histoplasmino-
positivos y 17 (11.18%) paracoccidioidino-positivos. Las pruebas de
fijación del complemento con antígenos derivados del H.capsulatum
resultaron positivas en 13 casos (8.55%). Las efectuadas con antíge-
nos del P.brasiliensis fueron todas negativas.

Entre los pacientes con serologías positivas, 4 tenían síntomas
clínicos y signos radiológicos que hacían pensar en la presencia de
la asociación tuberculosis-histoplasmosis.

SYNOPSIS
A survey to determine to incidence of histoplasmosis and para-

coccidioidomycosis was conducted in a tuberculosis sanatorium in Me-
dellín. A total of 152 patients were studied. Skin tests with histoplas-
min were positive in 25 persons (16.44%) and those with paracocci-
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dioidins, in 17 (11.18%). Complement fixation tests were negative
for P.brasiliensis in all the patients and positive for H.capsulatum in
13 patients (8.55%).

When these serologically positive patients were further examined,
it was found that 4 of them had clinical syrnptoms ano radiological
signs of both tuberculosis and histoplasmosis. Although cultures and .
inoculations did not reveal the presence of Hicapsulatum, the posibi-
lity of mixed infection was seriously considered.
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NOTICIAS

11 CONGRESO DE SALUD PUBLICA

II Congreso Colombiano de Salud Pública, auspiciado por la So-
ciedad Vallecaucana de Salud Pública. Se realizará en la ciudad de
CalJ, del 6 al 9 de septiembre de 1966.

Son objetivos de este Congreso:

1. Analizar algunos problemas nacionales en el campo de la
Salud Pública y sus soluciones actuales y futuras.

2. Pripiciar la organización, las relaciones y el mutuo conoci-
miento de los participantes y agencias representadas.

Dr. Eduardo Lourido
Coordinador Comité de

Inscripción y Propaganda
Ap. Aéreo 6888 - Cali.
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