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Editorial

las puertas del siglo XXI, el vertigi-
noso avance de la ciencia, el desa-
rrollo de la tecnologia y la creciente
competencia en el campo laboral re-
presentan un reto para el Bioanalista
de un pais, que como Venezuela,
esia obligado a buscar su camino para ingresar al
orupo de las naciones mas avanzadas. Por esto, la
decision tomada en la pasada Convencion extraordi-
nana celebrada en Caracas los dias 30y 31 de agos-
%0 de 1996, de iniciar un vasto plan de trabajo desti-
mado a mejorar la calidad del Bioanalisis en todas las
=reas gue le competen y de igual manera, fijar objeti-
wos y politicas en los procesos que se estan llevando
2 cabo en Venezuela como son: descentralizacion y
privatizacion, significa un gran paso de avance para
muestra Profesion. En este orden de ideas el slogan
usiizado a principios del presente ano con motivo de
2 visita del Sumo Pontifice de la Iglesia Catdlica:
=Despierta y reacciona», tiene que hacerse una rea-
“cad para los Bioanalistas de vanguardia que desean
0 mejor para su Profesion. Las condiciones con las
cuales se cuenta para lograr avances no son las me-
jores desde el punto de vista financiero pero el cono-
cmiento, el ingenio y la voluntad por lograr lo éptimo
ceberian impulsar al venezolano con vision de futuro
¥ en nuestro caso al Bioanalista que sin lugar a du-
gas tiene un compromiso con las generaciones futu-
ras. Las IX Jornadas de la S.V.B.E. y el VIll Congreso
Venezolano de Bioanalisis a celebrarse en marzo del
proximo afio conjuntamente con el Xlll Congreso La- .
finoamericano de Bioquimica Clinica son oportunida-
ges para actualizar conocimientos e incrementar la
participacion en los procesos evolutivos que se ini-
cian. La incorporacion de todos es necesaria para al-
canzar la excelencia que se desea para el Bioanalisis,
pero sin lugar a dudas los Bioanalistas Especialistas
no solo deben tomar parte en la planificacién proyec-
tada sino convertirse en verdaderos agentes de cam-
bio de su realidad. El proceso renovador en Bioanalisis
esta en marcha y es responsabilidad de todos apor-
tar el esfuerzo correspondiente para alcanzar el éxi-
fo. La consigna es: accion.

Josefina Guariguata
Presidenta de la S.V.B.E.
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EXPRESION COMO PROTEINAS DE FUSION DE
LAS SUBUNIDADES PB1 YPB2DE LA .
POLIMERASA DEL VIRUS DE LA INFLUENZA

M. Ochoa (1), S. de Luna (2), M. E. Pacheco (3), A. Nieto (2), J. Sanz (2), J. A. Melero (4), J. Ortin (2), A.
Portela (4). (1) Escuela de Bioanalisis. Facultad de Medicina. Universidad Central de Venezuela.
Ciudad Universitaria. Caracas 1040, Venezuela. FAX N2 (2) 6053327. (2) Centro Nacional de Biotecnologia
(CSCI). Universidad Auténoma. Cantoblanco 28049. Madrid, Espana. (3) Instituto Nacional de Higiene
Rafael Rangel. Ciudad Universitaria. Caracas 1040, Venezuela. (4) Instituto de Salud Carlos lll. Centro
Macional de Biologia Celular y Retrovirus. Majadahonda 28220. Madrid, Espana.

RESUMEN

Los cADNs de los genes que codifican las protei-
nas PB1 y PB2 de la ARN polimerasa del virus de la
influenza, se clonaron en fase en un sitio distal del
ATG que codifica la proteina 10 del bacteriofago 17,
en el vector de expresion pAR3040, bajo el control
de un promotor de la ARN polimerasa de T7. Los
plasmidos recombinantes se introdujeron en la cepa
bacteriana E. coli BL21 (DE3)pLysS, que contiene
en su genoma el gen de la ARN polimerasa del fago
T7, bajo el control de un promotor (fac uv5) inducible
por IPTG. La induccién de la ARN polimerasa del
fago T7 en las células hospederas, resulté en la ex-
presion de las proteinas PB1 y PB2 en forma de
proteinas de fusion. Las proteinas expresadas se
acumularon en grandes cantidades en el interior de
las células bacterianas y fueron recuperadas de los
lisados en torma de precipitados insolubles.

Palabras claves: expresion de proteinas/vector de
expresion/T7 ARN polimerasa/ADN recombinante.

ABSTRACT

cDNAs genes coding for influenza virus' RNA
polymerase PB1 proteins, were fused in frame after

the 11th codon of the T7 bacteriophage major capsid .

protein, on the overexpression vector pAHSﬂdD.'

under the control of T7 RNA polymerase promoter.

Recombinant plasmids were transferred to E. coli

strain BL21(DE3)pLysS wich has in its genome phage -

T7 BRNA polymerase gene, under /ac uv5 promoter,
inducible by IPTG. Induction of the T7 RNA
polymerase in host cells resulted in extensive
overproduction of PB1 and PB2 polypeptides as
fusion proteins. The overproduced material was
recovered from cell lysates as insoluble precipitates.

(protein overproduction/expression vector/T7 BNA
polymerasefrecombinant DNA).

*Autor al que se dirigiran correspondencia y solicitud de
separatas.

INTRODUCCION

El genoma de los virus de la influenza de los 1i-
pos A y B esta formado por ocho segmentos
genéticos de ARN, de banda simple y de polaridad
negativa, que codifican al menos diez proteinas
virales('). Los procesos de replicacion y transcrip-
cion de estos virus comprenden una serie de reac-
ciones enzimaticas complejas, que son catalizadas
por la ARN polimerasa asociada al virion(**45). Esta
polimerasa esta constituida por tres subunidades
polipeptidicas denominadas PB1 (86Kd), PB2 (82Kd)
y PA (84Kd), o complejo de proteinas P, las cuales
son codificadas por los segmentos genéticos de
mayor tamano del virus y presentan como caracte-
ristica particular, la de asociarse entre si formando
complejos(®”#*). En la particula viral las tres protei-
nas P vy la nucleoproteina (NP) se asocian al ARN
viral formando complejos de ribonucleoproteinas
(RNPs), los cuales constituyen los moldes funciona-
les para la replicaciéon y transcripcion del genoma
viral(®).

Aunque durante la década pasada se ha acumu-
lado una informacién extensiva mediante analisis
bioguimicos y genéticos respecto a las funciones de
algunas de las subunidades que constituyen el com-

plejo de proteinas P(*'%"?), poco se sabe acerca

de las relaciones estructura-funcion de cada una de
estas proteinas dentro del complejo de transcripcién
y replicacion. En este sentido, los antisueros y
anticuerpos monoclonales han demostrado ser
reactivos de gran utilidad, en general, para el estu-
dio de las proteinas, ya que con ellos se han podido
derivar por ejemplo, caracteristicas antigénicas y fun-
cionales particulares. Sin embargo, una de las prin-
cipales limitaciones encontradas al intentar prepa-
rar antisueros y anticuerpos monoclonales contra
cada una de las subunidades de la polimerasa viral,
ha sido el hecho de que dichas proteinas se encuen-
tran en muy pequefna cantidad tanto en viriones como
en células infectadas('*").

A objeto de obtener suficiente cantidad de estas
proteinas, para su posterior utilizacion como inmu-



négenos, hemos construido plasmidos recombi-
nantes que permitan la expresion en forma de pro-
teinas de fusion, de las subunidades PB1 y PB2 de
la polimerasa del virus de la influenza. El sistema
elegido para la expresion, basado en la ARN poli-
merasa del bacteriofago T7('%), nos habia permitido
previamente la expresion adecuada y su uso poste-
rior como inmunégenos, de la proteina PA completa
y de un fragmento de 402 aminoacidos del extremo
amino-terminal de la proteina PB2("%"7).

METODOS

Plasmidos y cepas bacterianas. La fuente de
los genes de PB1y PB2 fueron los plasmidos pARB1-
12(18) y pUK-PB2 (cedido por J. Sanz) respectiva-
mente. Estos plasmidos se obtuvieron en la cepa
bacteriana E. coli DH5 y contienen una copia de
cADN del gen completo que codifica por las protei-
nas PB1 (segmento 2) y PB2 (segmento 1), de la
cepa A/Victoria/3/75. -

El recombinante pARB1-B1, se obtuvo por modi-
ficacion por PCR del plasmido PARB1-12 y poste-
rior subclonaje del producto de la amplificacion en el
sitio de restriccion Bam HI del vector de expresion
PAR-3040(""). La estructura del plasmido pAR3040
se muestra en la figura 1 y, como puede observar-
se, presenta los siguientes elementos de control: a)
El promotor 10 que precede al gen 10 del bacte-
riofago T7 (l). b) La secuencia Shine-Delgarno que
precede en B nucledtidos al codon de iniciacion del
gen 10 del bacteridfago T7 (SD). Los 15 primeros
codones del gen 10, que codifican por la proteina
mayoritaria de la capsida del bacteriéfago y que in-
cluye una diana de restriccion para la enzima Bam
HI {ll). d) El terminador de la transcripcién T (%),
que actua como un eficiente terminador de la trans-
cripcion para la T7 ARN polimerasa y e) El gen que
confiere resistencia a la ampicilina (ApR). El recom-

binante pARB2-A1 se obtuvo por subclonaje del gen

de PB2 en el sitio de restriccion Bam HI del mismo
vector.

La expresion de los genes de PB1 y PB2 se rea-
lizd en un sistema basado en la ARN polimerasa del
bacteriéfago T7, utilizando los recombinantes deri-
vados del plasmido pAR3040, en la cepa bacteriana
BL21(DES)pLysS(*). Esta cepa bacteriana esta es-
pecificamente optimizada para la expresion de pro-
teinas toxicas.

Manipulacion de acidos nucleicos. El método
utilizado para la preparacion del ADN plasmidico fue
el de la lisis alcalina(*'). Las digestiones con endonu-
cleasas de restriccion, tratamientos con ADN polime-
rasa | fragmento Klenow, ADN ligasa del bacteriofago
T4 y fosfatasa alcalina, asi como la desproteinizacion
y concentracion de acidos nucleicos, se hicieron si-
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guiendo los protocolos estandares descritos ante-
riormente(*). Para la elucion de los fragmentos de
ADN de geles de agarosa de bajo punto de fusién
se utilizé el estuche comercial GENE CLEAN i (Bio
101).

i) Secuenciacion de ADN. Para la secuenciacién
del ADN plasmidico se siguié el método de los
terminadores especificos de cadena(®). Para ello,
se empled el estuche comercial SEQUENASE VER-
SION 2.0 (USB), que utiliza [¢*S)ATP v la enzima
ADN polimerasa del bactericfago T7 (Sequenasa),
siguiendo las instrucciones del suministrador. Los
productos de reaccion se separaron en geles
desnaturalizantes de acrilamida-bisacrilamida del
6%, conteniendo urea 7M y se expusieron para
autorradigrafia.

i) Amplificacion in vitro del gen de PB1 a partir
del plasmido pARB1-12. Para la amplificacién in
vitro de las secuencias codificantes del gen de PB1
se utilizaron los oligonucledtidos 5' PB1ATGL (5
GGAATTCGGATCCAATGGATGTCAATCCGACTT
TA 3" y 3 PB1UAAL (5'GCTACGGGATCCATATGG
ACAAGCTTAAATTCATTAZ), los cuales incluyen una
diana de restriccion para la enzima Bam HI (subra-
yado). Se tomaron 10 - 20 ngr del ADN plasmidico
pARB1-12 linearizado y se amplificaron en un volu-
men de 100 pl conteniendo Tris-HCI (pH 8) 10 mM,
50 uM de cada uno de los deoxinucledtidos trifosfato,
0,25 mM de cada uno de los oligonucléotidos co-
rrespondientes, KCI 5 mM, MgCl, 1,5 mM y 1.5 Uni-
dades de Tag ADN polimerasa. Las reacciones se
sometieron a 20 ciclos de desnaturalizacion del ADN
a 93°C durante 45 segundos, hibridacién con el ini-
ciador a 37°C durante 1 minuto y polimerizacion a
72°C durante 20 minutos. Se empled un ciclo extra
de polimerizacion durante 20 minutos. Para la am-
plificacion se utilizé un termociclador automatizado
(DNA THERMAL CYCLER de Perkin Elmer Cetus).
El producto amplificado se concentrd utilizando fil-
tros Centricon 30, se extrajo con fenol, se recogio

“por precipitacion con etanol y se analizo por electro-
_ foresis en un gel de agarosa del 0,7%.

Transformacion de bacterias e identificacion
y caracterizacion de los plasmidos obtenidos.
Para la preparacion de bacterias DH5 competentes
y su posterior transformacion con plasmidos, se uti-
lizé6 el método del Cloruro de Rubidio(*#). La prepa-
racion de las bacterias BL21 (DE3)pLysS compe-
tentes se hizo siguiendo protocolo descrito previa-
mente(*).
i) Transformacion de ADN de colonias bacte-
rianas. El método seguido se basd en el procedi-
miento descrito por Grunstein y Hogness en 1975(%).
Brevemente, se colocd un filtro de nitrocelulosa en-
cima de la placa de cultivo y éste se levantd des-
pués de aproximadamente 5 minutos. Las bacterias
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adheridas al filtro se lisaron por tratamiento con
NaOH 0,5 M durante 10 minutos, se neutralizaron
con Tris-HCI (pH 7,5) durante 10 minutos y se incu-
baron con una solucién Tris-HCI pH (7,5) - NaCl 2M.
El ADN se fijo al filtro por calentamiento a 80°C du-
rante 2 horas en una estufa de vacio.

i) Identificacion de bacterias que portan el plas-
mido recombinante de interés. La identificacion
se llevo a cabo por hibridacion con sondas especifi-
cas por cada gen, marcadas radiactivamente. Los
oligonucledtidos sintéticos se marcaron con [y*P]
ATP y polinucledtido kinasa del bacteriéfago T4. La
mezcla de reaccion conteniendo Tris-HCI pH (7,5) -
MgCl, 10mM - DTT 5 mM, 40 mCi de [y**P)ATP, 30
ngr del oligonucledtido y 1 unidad de polinucledtido
kinasa, se incubd a 37°C durante 45 minutos. La
reaccion se detuvo por calentamiento a 60°C duran-
te 5 minutos.

Los filtros que contenian el ADN de las bacterias,
se incubaron en una solucion de hibridacion (5x
Denhardt, 6x SSC - SDS 0,2% y 1 mgr de esperma
de salmén) a 42°C durante 2 horas. Los filtros se
hibridaron en la misma solucién con la sonda mar-
cada a 42°C durante 16 horas. El material no unido
se elimind por 3 lavados sucesivos con la solucion
de hibridacién y los filtros se secaron y expusieron
para autorradiografia.

Expresion y analisis de las proteinas recom-
binantes. Los experimentos se realizaron segun
protocolo descrito anteriormente(*). Las bacterias
se cultivaron en medio M8 con 50 pgr/ml de
ampicilina y 25 pugr/ml de cloranfenicol a 37°C en
agitacion, hasta obtener una DO, = 0,6. En este
punto, se indujo la expresion de la proteina recom-
binante por la adicidn de IPTG (isupropil-pf-D-tioga-
lactopiranosido) 4 mM al medio de cultivo. Tras in-
cubar 30 minutos a 37°C, se anadieron 100 mgr de
rifampicina al cultivo, a objeto de inactivar la ARN
polimerasa bacteriana, continuandose la incubacjén
durante 90 minutos mas. Finalizado el periodo de la
induccion, las células se centrifugaron a 7.000 rpm
en centrifuga Sorvall/rotor GSA durante 10 minutos
a 4°C, resuspendiéndose el sedimento en el tam-

pon A [Tris-HCI (pH 7,5) 50 Mm - NaCl 100 mM - .
EDTA 1 mM y 0,5% de glicerol] (1% del volumen'

original del cultivo inducido). El lisado celular se con-
gelé y descongelé por tres veces consecutivas y se
centrifugd a 12.000 rpm en centrifuga Sorvall/rotor
SS5-34, durante 10 minutos a 4°C. El sedimento in-
soluble se resuspendié en un volumen de tampén B
(tampon A con 0,1% de deoxicolato sédico) y se tra-
to con DNAsa | (10 pgr/ul) en presencia de MgCl,
10mM, durante 30 minutos a 4°C. Se repitieron dos
pasos de centrifugacion adicionales, en iguales con-
diciones a las anteriores, pero resuspendiéndose
esta vez el sedimento insoluble en un volumen de

10

tampon D (tampdn B con NaCl 0,5M). Las proteinas
presentes en los lavados y en el sedimento insolu-
bles se analizaron por electroforesis en geles de
poliacrilamida 7,5% - SDS 0,1%(*¢) y se visualizaron
por tincion con azul de Coomassie.

Las proteinas inducidas también se analizaron por
marcaje con [*5]-metionina. En este caso, después
de los 90 minutos de incubacién con IPTG, se toma-
ron 25 ul del cultivo inducido que se incubaron du-
rante 5 minutos a 372C con 5 uCi de [*S]-metionina.
A continuacion, las .acterias se sedimentaron y se
fraccionaron sus componentes tal y como se descri-
be en el parrafo anterior.

RESULTADOS

Clonaje de los genes que codifican por las pro-
teinas PB1 y PB2 en el plasmido pAR3040. Se
pretendia subcionar los genes que codifican por las
proteinas PB1 y PB2 del virus de la influenza A/Vic-
toria/3/75 en el sitio de restriccion Bam HI del vector
pPAR3040. Este sitio coincide con la secuencia que
codifica por los aminoacidos 13 y 14 del gen 10 del
bacteriéfago T7(").

La estrategia seguida para la construccién del
recombinante de PB1 (figura 2) consistié en amplifi-
car mediante la reaccion de cadena de la polimerasa
(PCR) la secuencia codificante del gen de PB1, a
partir del plasmido pARB1-12('%). En la reaccion de
amplificacion se utilizaron oligonuclétidos sintéticos
que contenian, ademas de las secuencias especifi-
cas para el gen, dianas para la enzina de restriccion
Bam HI, que no digiere internamente en la secuen-
cia de nucledtidos del gen de PB1. Tras la reaccién
de PCH, el ADN amplificado se traté con ADN
polimerasa fragmento Klenow, se dirigié con la
enzima de restriccion Bam HI y posteriormente, se
aislo de una agarosa de bajo punto de fusion del
0,7%. El producto aislado se ligé con T4 ADN ligasa
al vector pAR3040, previamente digerido con la
enzima Bam HI y desfosforilado por tratamiento con
fosfatasa alcalina.

Para la obtencion del recombinante de PB2 (figu-
ra 3), se utilizd el plasmido PUKPB2, en el cual la
secuencia codificante de PB2 se encontraba
flanqueada por dianas de restriccion para la enzima
Bam HI, que eran Unicas en el plasmido. El ADN
plasmidico se dirigié con Bam Hi, se aislé la banda
correspondiente al gen, a partir de una agarosa de
bajo punto de fusién y se clond en el sitio Bam HI del
vector pAR3040. Con ambos plasmidos se transfor-
maron bacterias E. coli DH5 competentes vy la iden-
tificacion de las bacterias recombinantes se llevé a
cabo por hibridacion in situ, con sondas radiactivas
especificas para cada gen(*). Los plasmidos
recombinantes que contenian el gen viral se anali-




zaron por restriccion, a fin de determinar la orienta-
cion del inserto en el vector (resultados no mostra-
dos). Los recombinantes obtenidos; pARB1-B1 y
pARB2-A1, los cuales contenian los genes corres-
pondientes a las proteinas PB1 y PB2 respectiva-
mente, orientados correctamente en el vector (figu-
ra 4A), se analizaron por secuencia de la region proxi-
ma al promotor de la T7 ARN polimerasa(®) (figura
4B). Los ATG iniciadores que codifican por las pro-
teinas PB1y PB2, quedaron clonados en fase a con-
tinuacidn del onceavo codon que codifica por la pro-
teina del gen 10 del bacteriéfago T7.

Con esta estrategia se esperaba que los polipep-
tidos traducidos a partir de los ARNms, contuvieran
una corta secuencia extra de aminoacidos en el ex-
tremo amino-terminal, correspondiente a la protei-
na 10 del bacteriéfago T7.

Analisis de la expresion de las proteinas PB1
y PB2 en E. coli. A objeto de obtener suficiente can-
tidad de los polipeptidos PB1 y PB2 para su emplec
posterior, se expresaron los genes clonados, en un
sistema de expresion procaridtico basado en la ARN
polimerasa del bacteriéfago T7 ('°). En este sistema
la fuente de la ARN polimerasa es una copia (nica
del gen 1 de dicho bacteriéfago, clonada bajo el con-
trol del promotor lac uvs (inducible por IPTG y gue
esta integrada en el cromosoma de la cepa bacte-
riana BL21 (DE3)pLysS). Esta cepa contiene ade-
mas, un plasmido gue confiere resistencia a cloran-
fenicol y que expresa en forma constitutiva la lisozima
del fago T7. Esta enzima actia como un inhibidor
de la T7 ARN polimerasa bacteriana(*}, lo cual per-
mite gue, en condiciones de no induccion, la cepa
bacteriana exhiba niveles basales bajos de la enzima,
favoreciendo la tolerancia a genes clonados cuyos
productos resultasen toxicos. Los plasmidos pARB1-
B1 y pARB2-Al, se introdujeron en bacteria E. coli
BL21(DE3)pLysS competentes. Los cultivos
bacterianos transformados se crecieron e incuba-
ron con IPTG, que induce la sintesis de la T7 ARN

polimerasa, ésta a su vez reconoce su promotor y -

genera los transcritos de los genes a expresar.

El analisis por electroforesis en gel de poliacrila-

mida, tefido con azul de Coomassie, del exiracio
bacteriano transformado con el recombinante
pARB2-A1, inducido con IPTG, reveld la presencia
de dos bandas, que no estaban presentes en el cul-
tivo control transformado con el plasmido pAR3040
(indicadas con una flecha; comparar canales 1y 2
de la figura 5A). La banda de mayor tamano posee
la movilidad esperada para la proteina PB2 comple-
ta, mientras que la de menor tamano puede corres-
ponder a un producto de iniciacién interno o a un
producto de degradacion de la proteina. El analisis
de los lisados de estas bacterias, por centrifugacion
y lavado de los correspondientes sedimentos con

11
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diferentes tampones, reveld que tales bandas siem-
pre aparecian en el sedimento correspondiente (ca-
nales 3 y 4) y que no se solubilizaban por el trata-
miento con una solucién que contiene. 0,1% de
deoxicolato sédico y NaCl 0,5 M (canal 5). En el caso
de |las bacterias transformadas con el recombinante
pARB1-B1 (figura 6A), no se observd en exiractos
totales del cultivo inducido, la aparicion de una nue-
va banda (comparar canales 1y 2). Sin embargo, si
se observd que en estas bacterias y no en las bac-
terias transformadas con el plasmido pAR3040, se
acumulaba un polipéptido insoluble que tenia la movi-
lidad electroforética esperada para la proteina PB1
completa.

Analisis de las proteinas inducidas por mar-
caje con [*¥*S]-metionina. Para confirmar que los
polipéptidos sintetizados correspondian a un produc-
to de la transcripcion de los genes de PB1 y PB2 por
la ARN polimerasa del fago T7, se analizaron los
productos sintetizados por las bacterias durante un
pulso con [*S]-metionina. Los cultivos bacterianos
se indujeron con IPTG, 30 minutos después de la
induccion se afadid rifampicina y se continué la
incubacion. A los 90 minutos se dio un pulso con
[**S]-metionina durante 5 minutos. La rifampicina es
una droga que inhibe la ARN polimerasa bacteriana,
pero no la ARN polimerasa del fago T7, con lo cual,
se esperaba que a los 90 minutos después de la
adiciéon de esta droga no quedaran ARNms bacte-
rianos vy, por tanto, la marca que se observara ven-
dria de los transcritos generados por la ARN poli-
merasa de T7. Como se observa en las figuras 5B y
6B, no se marcé ninguna proteina en bacterias trans-
formadas con el plasmido pAR3040, mientras que
si se observaron bandas en los cultivos transforma-
dos con los plasmidos recombinantes. Dichas ban-
das, ademas, se correspondian por tamano con las
que se habian observado en los sedimentos insolu-
bles de los geles tefidos con azul de Coomassie.
Por tanto, se concluye que las bandas observadas
se derivaban de los transcritos de los genes clo-
nados. En el caso del recombinante pARB2-A1, tam-
bién se observé la aparicion de una banda de me-
nor tamafo (sefalada con una flecha), que quizas
pueda ccrresponder a un producto de iniciacion in-
terno o a un producto de degradacion de la protei-
na. Esta proteina también asumid el mismo com-
portamiento que la proteina de mayor tamano du-
rante el proceso de lisados vy centrifugaciones en los
diferentes tampones utilizados.

DISCUSION

Una de las principales limitaciones encontradas
en el estudio de las caracteristicas y funciones de

las subunidades de la polimerasa viral, ha sido la de
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no disponer de suficiente cantidad de cada una de
estas proteinas. Es por este motivo, que en este
estudio se aborda la expresion de las subunidades
PB1 y PB2. El sistema seleccionado fue el sistema
de expresion procariético descrito por Studier y
Moffat en 1986('%), el cual se basa en-el uso de la
ARN polimerasa del bacteriéfago T7. Con este sis-
tema se ha descrito la expresidn de diversas protei-
nas, tanto de origen procaridtico como eucariético
(16,28, 29, 30, 31)

Estudios previos, utilizando plasmidos recombi-
nantes derivados del pAR3040, que contenian clo-
nados los genes completos que codifican por las
proteinas PB1 y PB2, de la cepa A/Victoria/3/75,
habian demostrado no ser efectivos en la produc-
cidn de proteinas recombinantes en este mismo sis-
tema('®). Este hallazgo sugiere que, cuando se in-
tenta expresar proteinas, a pesar de que el gen se
haya clonado bajo un promotor fuerte, este hecho
no necesariamente garantiza su expresion. La au-
sencia de expresion cuando se utilizaron estos
plasmidos podia deberse a varios factores, entre los
cuales podemos mencionar: a) Una baja eficiencia
durante el paso de inicio de la traducciéon(®2), b) Una
elevada degradacion de la proteina en E. coli,, o ¢)
Un efecto téxico de la proteina, lo que podria resul-
tar en una pérdida del plasmido por el cultivo
bacteriano, originando una reduccién de la cantidad
de proteina recombinante producida.

Como una alternativa para resolver el problema
de la ausencia de expresion con estos plasmidos,
se decidid preparar recombinantes que expresaran
las proteinas virales PB1 y PB2 como proteinas de
fusion. De esta forma, se construyeron dos plasmidos
recombinantes en los cuales, la secuencia de nu-
cledtidos que codifica por la correspondiente protei-
na viral (PB1 o PB2), se fusiond en fase a un sitio
distal del coddn iniciador del gen 10 del bacteriéfago
T7, presente en el vector de clonaje (y que corres-
ponde al primer codon transcrito por la T7 ARN

polimerasa). Asi las sefales de inicio de la traduc- -
cion que se utilizarian, serian las correspondientes

al gen 10, las cuales estan adaptadas para una efi-

ciente traduccién y ademas, poseen el espaciamiento
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adecuado entre la secuencia Shine-Dalgarno y el
ATG iniciador de la proteina.

La expresidn de proteinas heterdlogas, como pro-
teinas de fusion, ha demostrado poseer un niimero
de ventajas en relacion a la expresién de proteinas
completas que carecen de secuencias extras de
aminoacidos(*'), entre las cuales podemos mencio-
nar: a) Un aumento en la acumulacion de la secuen-
cia proteica deseada, lo que a su vez se traduce en
un aumento de la disponibilidad de proteina a purifi-
car y b) Un facilitamiento en la deteccion y purifica-
cion de la proteina en cuestién. Otra ventaja adicio-
nal de esta estrategia, podria ser que las proteinas
de fusion producidas fueran mas estables por con-
tener una secuencia de aminoacidos de una protei-
na gue se expresa en forma natural en E. coli. y
lambién, podrian resultar menos toxicas por conte-
ner secuencias de aminoacidos foraneos.

Los plasmidos disefiados (pARB1-B1 y pARB2-
A1) resultaron adecuados para la expresion de las
proteinas respectivas. Tal como se muestra en el
apartado de analisis y expresién de las proteinas
PB1y PB2 en E. coli, las bacterias inducidas trans-
formadas con dichos plasmidos, expresaron protei-
nas con el peso molecular esperado y estas protei-
nas se acumularon en grandes cantidades en las
bacterias (3 pgr/ul de cultivo).

Un hallazgo significative que también ha sido de-
mostrado previamente para una variedad de pro-
ductos proteicos de diverso origen (%-%.36.37) resul-
t6 ser, el que en ambos casos, las proteinas que se
acumulaban en E. cofi, lo hacian en forma de un
precipitado insoluble dentro de la célula bacteriana,
como puede observarse en las figuras 5 y 6 partes
Ay B. Este comportamiento repercute probablemen-
te en el elevado rendimiento obtenide, ya que se ha
descrito que las proteasas intracelulares no degra-
dan las proteinas que se encuentran formando agre-
gados(®®).

En conclusién, las proteinas recombinantes pre-

‘paradas ofrecen una fuente adecuada de reactivos

que pueden ser de utilidad como inmundgenos, en
la preparacion de antisueros y anticuerpos mono-
clonales.
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Figura 1. Estructura del plasmido pAR3040(") (ver detalles en texto).

Bam HI

Promotor ¢ 10

Promotor 17..... TTAAGAAGGAGATATACA
SD

pAR3040

Nl

Terminador ¢ 10

Bam HI

@] gct age atg act ggt gga cag caa atg ggt cgc [gga tcc].....Terminador T7

Figura 2. Esquema de construccion del plasmido pARB1-B1. Los sim-
bolos son los mismos indicados en la figura 1. Los delalles se describen
en MATERIALES ¥ METOGOS.

Gen PB1

PCR
+ Bam HI

Bam I:|I EtfamHI: Fromalord 10 Tarminadord 10

| BT ||

DNA Pal |
BamHI
Agarosa LMP

BamHI

! Eam Hi Bam Hi

[T Fosfatasa alcalina

DA Ligasa de T4

Bam HI

Figura 3. Esquema seguido para la construccion del plasmido pARB2-A1.
Los simbolos utilizados son los mismos de la figura 1. Los detalles se
describen en MATERIALES ¥ METODOS.

BamHl Smal
EEATCGGDGGGE mggaa
Bam HI
Bﬂ PB2 Promotor & m Tmnm::r 10
p{.li'-'.
Bam Hi
pﬁFIﬂﬂIﬂ
EFE.rn Hi
WLMP
Bam HI : Bam H|
e | Foslatasa alcalina
DMNA Ligasade T4

13
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Figura 4. A) Esquema de la estructura de los plasmidos pARB2-A1 y pARB1-B1. Se indica la longitud en
aminoacidos predichos para las dos proteinas de fusién (AA). B) Secuencia de nucledtidos en el sitio de
iniciacion de la proteina en los plasmidos pAR3040, pARB2-A1 v pARB1-B1. Los codones de iniciacién de Iz
proteina mayoritaria de la capsida del bacteriéfago T7 (gen 10) y las proteinas PB2 y PB1 estan encerradas
en un circulo. Se indican en letras las secuencias que codifican por la proteina 10 del bacteriéfago T7. Lz
secuencia Shine-Dalgarno se encuentra subrayada (SD).

Plasmido DNA AA
$10 SD s10 T¢

A pAR3040 —IB-ATG -@—

pARB2-A1 — Il -ATG_JATG —@— PB2 775
pARB1-B81 — Il {AG [ATG_ @ — PB1 772

B pAR3040 TTAAGAAGGAGATATACAT gct agc atg act gt gga cag caa atg ggt cgc [gga fcc]...
SD

pARB2-A1 TTAAGAAGGAGATATACAT §ig)gct age atg act ggt gga cag caa atg ggt cgc cec ggt(@tg)gaa...
CvPB2

PARB1-B1 TTAAGAAGGAGATATACAT ¢fg)gct age atg act ggt gga cag caa atg ggt cgc [gga icc] cat (atg) gat...
» PB1

14
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Figura 5. Analisis de las proteinas inducidas errbacterias E. coliBL21 (DE3)pLysS que transportan el plasmido
pARB2-A1 por electroforesis en gel de poliacrilamida - SDS. A) Gel tefiido con azul de Coomassie. B)
Autorradiografia del mismo gel (ver detalles de marcaje con [*S]-metionina y procesamiento en METODOS).
Extractos celulares totales preparados a partir de cultivos bacterianos inducidos con IPTG durante 2 horas,
portando el plasmido pAR3040 (canal 1) o el plasmido recombinante pARB2-A1 (canal 2). Las proteinas de
cultivos que portan el plasmido pARB2-A1 que permanecieron insolubles después de los lavados en tampon
NaCl 0,1 M (canal 3), NaCl 0,1 M méas 0,1% de deoxicolato sédico (canal 4) y NaCl 0,5 M mas 0,5% de
deoxicolato sddico (canal 5). Sedimento del cultivo portando el plasmido pAR3040 tras el lavado en tampén
NaCl 0,5 M y 0,5% de deoxicolato sédico (canal 6). Marcadores de peso molecular (canal M). Se indican la
posicion de los marcadores de peso molecular y se indican también con flechas las proteinas inducidas.

15
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Figura 6. Analisis de las proteinas inducidas en bacterias E. coli BL21(DE3)pLysS que transportan el plasmido
pARB1-B1 por electroforesis en gel de poliacrilamida - SDS. A) Gel tefiido con azul de Coomasie. B)
Autorradiografia del mismo gel (ver detalles de marcaje con [*S]-metionina y procesamiento en METODOS).
Extractos celulares totales preparados a partir de ios cultivos bacterianos inducidos con IPTG durante 2 horas,
portando el plasmido pAR3040 (canal 1) o el plasmido recombinante pARB1-B1 (canal 2). Proteinas del
cultivo que portan el plasmido pARB1-B1 que permanecieron insolubles después de los lavados en tampdn
MNaCl 0,1 M (canal 3), NaCl 0,1 M méas 0,1% de deoxicolato sédico (canal 4) y NaCl 0,5 M mas 0,1% de
deoxicolato sddico. Sedimento del cultivo portando el plasmido PAR3040 tras el lavado en tampén NaCl 0,5 M
mas 0,1% de deoxicolato sodico (canal 6). Marcadores de peso molecular (canal M). Se indican la posicién de
los marcadores de peso molecular y se indica también con una flecha la proteina inducida. \

16
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EFECTOS DE LA DEHIDROEPIANDROSTERONA
SOBRE EL DESARROLLO EMBRIONARIO
EN RATAS

Gabriela Arata de Bellabarba, Nelia Gonzalez de Moreno

Laboratorio de Neuroendocrinologia de la Reproduccion - Departamento de Fisiopatologia
Facultad de Medicina - Universidad de Los Andes
Mérida - Venezuela

RESUMEN

La dehidroepiandrosterona (DHEA) vy su ester
sulfato (DHEA-S) son los esteroides mas abundan-
tes producidos por la corteza suprarrenal. A pesar
de que sus funciones especificas no han sido clara-
mente establecidas, se sabe que un aumento en los
niveles séricos de la DHEA-S puede ir asociado con
anovulacion o con muerte fetal. El objetivo de este
trabajo fue estudiar el efecto da la administracion de
la DHEA en dosis de 20 mg/Kg de peso (experimen-
tales) o el vehiculo (controles) durante los dias 5° al
82 (implantacion), 92 al 142 (embriogénesis) y 15¢ al
192 (crecimiento fetal). El dia 20, los dteros se ex-
trajeron, se fijaron, se pesaron y luego, se diseca-
ron los fetos, se pesaron y se estudiaron macros-
copicamente. Cuando la DHEA se administré durante
los periodos de implantacién y embriogénesis no se
obtuvieron fetos a término. Durante la dltima etapa
(dias 15 al 19%), la DHEA produjo una disminucion
significativa (p<0,001) en el peso fetal (1,84 grffeto
vs 2,11 griffeto control), sin alteracién de su viabili-
dad. Los resultados demuestran que la administra-
cion de la DHEA durante las etapas de implantacion
y embriogénesis inhibe total y selectivamente el de-
sarrollo del embrion, mientras que, durante la etapa

de crecimiento fetal, la DHEA reduce el peso de los -

fetos sin alterar su anatomia macroscopica externa.

Palabras claves:
Dehidroepiandrosterona, Desarrollo embrionario,
Mecanismos.

ABSTRACT

The dehydroepiandrosterone (DHEA) and its ester
sulfate (DHEA-S) are the most abundat steroids
produced by the adrenal cortex. Spite that its specific
functions have not been cleary stablished, it's know
that an increase in its serum value may be associated
with anovulation and fetal of DHEA administration
on rat embryo development. Pregnant rats were
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injected with 20 mg/Kg of DHEA (experimental) or
vehicle (control) on days 5th to 19th (fetal growth).
On the 20th day animals were killed, the uterus
dissected and the number, development and fetal
weight registered. When DHEA was administered
during the 5th to 14th day there were not well
stablished fetuses. Administration of DHEA, during
the 15th to 15th day diminished significanily (p<0,001)
embryo weight (1,84 grffetus vs 2,11 grffetus con-
trol) without affecting fetal viability. These results
show that DHEA administration inhibits totally and
selectively embryo development, while its admi-
nistration on a later period (fetal growth) only afect
fetal weigth.

Key words:
dehydroepiandrosterone, embryo development,
mechanism.

INTRODUCCION

La dehidroepiandrosterona (DHEA) vy su ester
sulfato (DHEA-S), son los esteroides mas abundan-
tes producidos por la corteza suprarrenal de muchas
especies, incluyéndose el hombre, sin embargo su
funcidn especifica atn no esta definida('). Se sabe

- que la secrecion de DHEA-S disminuye con la edad
~ pero el significado funcional es incierto(?); eviden-

cias clinicas y experimentales sugieren que este
andrégeno juega un rol importante en la prevencion

“de la arterioesclerosis(®**), de la obesidad(®) y dal

cancer(578),

Por otra parte es bien conocida la asociacion en-
tre niveles elevados de andrégenos vy alteraciones
en la funcion reproductiva de la mujer(®'®"-?), Una
hiperfuncion de la glandula suprarrenal produce un
aumento importante en los niveles de DHEA-S la
cual, ademas de ser un androgeno débil, es sustrato
para la sintesis de andrégenos mas potentes('?). En
mujeres embarazadas con hiperandrogenismo se ha
reportado un aumento en la frecuencia de muerte
fetal(™) v experimentalmente se ha demostrado que
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la administracién de DHEA inhibe la blastogénesis
('5-1%), El efecto de la hiperandrogenemia podria ser
directo sobre el embrién y/o indirecto sobre el
endometrio o sobre el cuerpo liteo. Recientemente
se demostrd que la administracion de DHEA, duran-
te los primeros 4 dias de la prefiez en ratas, afecta
directamente la formacion del blastocisto pero no la
funcion del cuerpo lGteo(*®). Si el efecto es selectivo
para el embrién, un aumento en los niveles de la
DHEA durante cualquier pericdo de la prefiez, de-
beria afectar el nimero y el desarrollo normal de los
embriones. Este trabajo tiene como objetivo estu-
diar los efectos de la administracion de la DHEA,
durante las diferentes etapas de la prenez de la rata
(implantacién, embriogénesis y crecimiento fetal),
sobre el desarrollo del embridn.

MATERIALES Y METODOS

Animales:

Se utilizaron ratas Wister con un peso promedio
de 200 =10 gr, colocadas en jaulas individuales con
comida y agua a voluntad. El dia del proestro, las
ratas se aparearon con machos de fertilidad proba-
da y a la mafiana siguiente, se corroboré la presen-
cia de espermatozoides en la vagina. Este dia se
consideréd como el primer dia de la prefez.

Esteroide:

La solucién de dehidroepiandrosterona (Merck),
se prepard en etanol y aceite de maiz comercial (1:9),
se administré por via subcutanea en un volumen de
0.1 ml, y la dosis utilizada fue de 20 mg/Kg de peso.

Experimentos:

A. Se conformaron 3 grupos de ratas prenadas;
en cada grupo la mitad de las ratas fueron tratadas
con DHEA a dosis de 20 mg/Kg de peso (experi-
mentales) y las restantes, fueron inyectadas con el

vehiculo (controles). Los dias seleccionados para:

administrar la DHEA, corresponden a las etapas del
desarrollo embrionario descritas para los roedores('’)
y fueron los siguientes:

Grupo I: conformado por 12 ratas prefiadas, las
cuales fueron inyectadas, durante los dias 57 al 82
de la prefiez. Durante este intervalo de tiempo, el
embrion en estadio de blastocisto llega al (tero y se
implanta en el endometrio (etapa de implantacién).

Grupo lI: conformado por 12 animales, los cua-
les fueron inyectados durante los dias 9% al 14 de la
prefiez. Durante este periodo el embrion ya implan-
tado experimenta su desarrollo embrionario tempra-
no (etapa correspondiente a la embriogénesis).
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Grupo lll: constituido por 16 ratas, las cuales fue-
ron inyectadas durante los dias 152 al 192 de la pre-
fiez. Este lapso de tiempo corresponde a la dltima
etapa de la prenez en la cual ocurre el crecimiento
fetal.

El dia 20 de la prefiez, los animales de todos los
grupos fueron pesados y sacrificados por sobredosis
de éter. Luego de una incision en la regidon pélvico-
abdominal se les extrajeron los cuermos uterinos;
estos se libraron del tejido graso adyacente y se
pesaron en una balanza de precision (Mettler, H5).
Posteriormente se procedio a colocar las muestras
en el liquido fijador (Bouin) y al cabo de 72 horas, se
disecd la pared del Utero y se pesaron individual-
mente. Los fetos fueron examinados bajo la lupa
estereoscépica a fin de establecer la normalidad o
anormalidad de su conformacion externa.

B. Para descartar un posible efecto directo de la
DHEA sobre el endometrio, se conformé un grupo
de 10 ratas prenadas: 5 fueron inyectadas con DHEA
(20 mg/Kg de peso) y 5 con el vehiculo (control),
durante los dias previos a la implantacion (dias 12 al
4% de la prefnez).

Al 5% dia los animales se sacrificaron, se les ex-
trajeron los cuernos uterinos e inmediatamente des-
pués, los Gteros fueron fijados y preparados para su
estudio histoldgico.

Preparacion del tejido para microscopia optica:

Luego de fijado, el tejido fue deshidratado, inclui-
do en parafina y cortado a 5 micras de espesor. Pos-
teriormente, los cortes se colorearon con hema-
loxilina y eosina y se observaron en un microscopio
Zeiss Standard.

Analisis estadistico:

El peso de los uteros, asi como el nimero y el
peso de los fetos, obtenidos en cada grupo de ra-

" tas, se reporté como el valor promedio de cada uno

con su respectivo error estandard de la media (

- -ESM). La significacion estadistica de la diferencia

entre el grupo experimental y el grupo control fue
calculada usando la prueba «t» de Student.

RESULTADOS

Efecto de la administracion de la DHEA durante
la etapa de la implantacién:

Al examinar macroscopicamente los cuernos
uterinos, obtenidos de las ratas que fueron tratadas
con la DHEA durante los dias 5° al 8%, no se obser-



varon fetos a término sino ligeros abultamientos, los
cuales al ser disecados y observados bajo la lupa
estereoscopica, resultaron ser pequefias masas
friables de dificil manipulacién (Figura 1). Como se
puede observar en el Grafico 1, el peso promedio
de los Uteros de las ratas tratadas con la DHEA fue
de 0,9858x0,31 gr, cifra significativamente menor que
la obtenida en su correspondiente grupo control
(44,70+2,96 gr) en el cual se obtuvieron fetos a tér-
mino y viables. Para determinar si el defecto en el
desarrollo del embrién pudiera ser ocasionado por
algin efecto de la DHEA sobre el endometrio, se
compard histolégicamente el endometrio de las ra-
tas tratadas con la DHEA durante los 4 primeros dias
de la prefiez con el de ratas prefiadas no tratadas
con la DHEA. La observacién microscépica indica
que no existen diferencias histolégicas entre el
endometrio de las ratas tratadas y sus respectivos
controles (Figuras 2a y 2b).

Efecto de la administracion de la DHEA durante
la etapa de la embriogénesis:

Al estudiar los cuerpos uterinos de las ratas tra-
tadas con la DHEA durante los dias 8 al 142 de la
prefiez, tampoco se obtuvieron fetos a término; sélo
se encontraron pequefios botones embrionarios, los
cuales al ser observados bajo microscopio este-
reoscopico resultaron ser acimulos de material semi-
solido, sanguinolento y dificil de manipular (Figura
3). Como se muestra en el Grafico 1, el peso pro-
medio de los (teros de las ratas tratadas fue de ape-
nas 1,10+,87 gr, que comparado con el peso pro-
medio obtenido para los (teros del grupo control
(46,73+£3,66 gr) fue significativamente menor
(p<0,001).

Efecto de la administracion de la DHEA durante
la etapa de crecimiento fetal: '

Al examinar los cuernos uterinos de las ratas tra-

tadas con la DHEA, durante los dias 14% al 192 de |a
prefiez, pudo detectarse un estado de gravidez evi-
dente, con un promedio de 9,2+2,0 fetos vivos por
animal. Esta cantidad no difirié del nimero obtenido
en el grupo de control, el cual presentd un promedio
de 10,5+1,5 fetos vivos por rata. Segln puede apre-
ciarse en el Grafico 1, el peso promedio de los dte-
ros de las ratas tratadas fue de 31,20+1,99 gr, en
tanto que el obtenido en el grupo de control fue de
45,34+2,01 gr. La diferencia fue estadisticamente
significativa (p<0,005). A fin de descartar que |a dis-
minucidn del peso uterino, obtenida en los animales
tratados, pudiera deberse a una reduccién global del
peso corporal, se calculé el peso uterino relative
(peso uterinox100/peso corporal). En el grupo ex-
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perimental el peso uterino relativo fue de 11,35%,
mientras que en el grupo control fue de 16,63%; esto
indica que la reducciéon en el peso uterino no fue
debida a una reduccién del peso corporal pero si-a
una disminucién en el peso de los fetos, lo cual fue
comprobado al pesar individualmente cada uno de
ellos. El peso promedio de los fetos provenientes
del grupo experimental fue de 1,84+0,069 gr, en tanto
que para el control fue de 2,110,032 gr; la diferen-
cia fue altamente significativa (p<0,0001).

Al examen estereoscopico, los fetos obtenidos
de las ratas tratadas con la DHEA, no mostraron
anormalidades anatémicas ni anomalias del desa-
rrollo externo; las caracteristicas morfolégicas de la
cabeza, el torax, el abdomen, las extremidades an-
teriores y posteriores y la cola, fueron similares a
aquéllas observadas en los fetos procedentes de las
ratas controles (Figuras-4a y 4b).

DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo, auna-
dos a los ya reportados('*'®), indican que un aumento
en los niveles de la DHEA durante cualquier periodo
de la prenez de la rata, tiene un efecto inhibitorio
sobre el desarrollo del embrién. Un efecto similar de
la DHEA tambiéen ha sido descrito en tejidos hemato-
poyéticos de roedores('), en los cuales se describe
inhibicién de la linfocitopoyesis pero no de la
mielopoyesis; los mecanismos que definen esta
especificidad se desconocen(*).

Cuando la DHEA se administro durante los dias
correspondientes a la etapa durante la cual ocurre
la implantacién, el embrién no se desarrollé a pesar
de la existencia de un endometrio histolégicamente
normal. La presencia de los botones embrionarios
en los cuernos uterinos nos permite sugerir que los
blastocistos se implantaron pero los niveles eleva-
dos de la DHEA inhibieron su desarrollo. Este efecto

- inhibitorio directo y aparentemente selectivo de la

DHEA sobre las células embrionarias, también se

" presento cuando ésta se administré durante la eta-

pa posterior a la implantacion (etapa de embrio-
génesis). En este periodo del desarrollo, los Uteros
de las ratas tratadas con la DHEA presentaron pe-
quenos botones embrionarios atrofiados, que con-
trastaron con los fetos a término obtenidos de las
ratas controles.

Cuando la DHEA se administré durante el dltimo
periodo de la prefiez, también se observd un efecto
inhibidor sobre el crecimiento fetal, puesto de mani-
fiesto por una reduccion significativa en su peso. El
hecho de que las caracteristicas morfolégicas ma-
croscopicas no se hayan alterado sugiere que, du-



ACTA CIENTIFICA SVBE VOL4N®1 1995

rante este periodo, las células embrionarias esta-
rian lo suficientemente diferenciadas y por lo tanto,
parecerian ser menos susceptibles a la accién de la
DHEA. La reduccién en el peso de los fetos por el
efecto de la administracién de la DHEA, podria
atribuirsele a una posible disminucién en el nimero
o en la velocidad de las divisiones celulares. Este

Grafico 1

hecho probablemente sea debido a una falla en la
duplicacion del ADN, ya que experimentalmente se
ha demostrado que la DHEA inhibe la glucosa o
fosfato dehidrogenasa, lo cual limita la sintesis-de
las pentosas, indispensables para la duplicacion de
este acido nucleico(®"), condicidn previa necesaria
para que ocurra la mitosis.

Efecto de la administracion de 20 mg/kg de DHEA
sobre el desarrollo embrionario en ratas
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Grupo I: Ihyecladas los dias 52 a 82 de prefez (implantacion).
Grupo lI: Inyectadas.los dias 92 a 142 de prenez (embriogénesis).
Grupo lll: Inyectadas los dias 152 a 192 de prefnez (crecimiento fetal).

* p <0.005 vs Control.
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Figura 1

Cuernos uterinos de ratas control (C) y experimental (E).

Notense los pequeinos abultamientos (flechas) en el utero de la rata ex-
perimental tratada con DHEA durante el periodo de implantacion.
(Lupa estereoscopica x0.5)
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Figuras 2ay 2b

Cortes histologicos de la mucosa uterina (endometrio) de rata
experimental (2a) y control (2b).

No se observaron diferencias microscopicas entre ambas. E: epitelio;
flechas: figuras mitoticas; C: corion; V: vasos; G: glandulas.
Coloracion: Hematoxilina eosina.

Microscopio optico x250.
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Figura 3

Botdon embrionario obtenido de una rata experimental,
tratada con DHEA durante el periodo de la embriogénesis y sacrificada el

dia 202 de la preiiez.
Microscopio optico x20.
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Figuras 4ay 4b
Vistas lateral (4a) y frontal (4b) de fetos coniroles (C) y experimentales

(E) tratados con DHEA durante el periodo de crecimiento fetal.
Lupa estereoscopica x2.

26



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. NESTLER, J.E.; CLORE, J.N. and BLACHARD,
W.G. «Metabolism and actions of dehydroepian-
drosterone in humans=. J. Steroid. Biochem.
Molec. Biol. 40, 599-605, 1991.

2. ORENTREICH, N; BRIND J.L.; RIZER, R.L. and
VOGELMAN, J.H. «Age changes and sex
differences in serum dehydroepiandrosterone
sulfate concentrations throught adulthood». J.
Endocrinol. Metab. 59, 551-555, 1984.

3. BARRET-CONNOR, E; KHWA, T and YEN S.C.
«A prospective study of dehydropiandrosterone
sulfate, mortality and cardiovascular disease».
N. Engl. J. Med. 315, 1519-1524, 1986.

4. LACROIW, A.Z; YANG, K. and REED, D.M.
«Dehydroepiandrosterone sulfate, incidence of
myocardial infarction, and extent of atheroes-
clerosis in men». Circulation 86, 1529-1535,
1992,

5. SCHWART, A.G; HARD, G.C; PASHKO, L.L;
ABOU-GHARBIA, M and SWERN, D. «Dehydro-
epiandrosterone an anti-obesity and anti-
carcinogenic agent». Nutr. Cancer 3, 46-53,
1981.

6. MOON, R.C. «Inhibition of rat mamary gland
chemical carcinogesis by dietary dehydro-
epiandrosterone or a fluorinated analogue of
DHEA». Cancer Res. 51, 481-486, 1991.

7. HELZLSOUER, K.J; GORDON, G.B; ALBERG,
A.J; BUSH, T.L. and COMSTOCK, G.W.
«Relationship of prediagnostic serum levels od
dehydroepiandrosterone to the risk of developing
premenopausal breast cancer». Cancer Res. 52,
1-4, 1992,

8. BOCOUZZI, G; ARAGNO, M. and BRIGNAR-
DELLO, E. «Opposite effects of dehydroepian-
drosterone on the growth of 7,12-dymethylbenz-
antracene-induced rat mamary carcinomas».
Anticancer Res. 12, 1479-1483, 1992,

9. LOBO, R.A. «Androgen excess and infertile
woman». Obstet. Gynecol. Clin. Med. N.A. 14,
955-978, 1978.

10.LOBO, R.A; WELLINGTONE, P, MARCH C.M.

and GRANGER, L. «Clomiphene and dexame- |

tasone in women unresponsive to clomiphene
alone». Obstet Gynecol 60, 497-501, 1982,

11.KOWALSKI, W. and CHATERTON, R.T. «Effects
of subchronic infusion of dehydroepian-
drosterone sulfate on serum gonadotropin levels
and ovarian function in the cynomologue
monkey». Fertil. Steril. 57, 912-920, 1992,

12.PARKER, C.R. and MAHESH, V.B. «Interrelations
between excessive levels of circulating andro-
gens in blood and ovulatory failure» J. Reprod.
Med. 17, 75-90, 1976.

VOL 4 N° 1 1995 ACTA CIENTIFICA SVBE

13. HANING, V; FLOOD, C.A; HACKETT, R.J;
LOUGHLING, J.S; MAC-CLURE, N. and
LONGOSCOPE, C. «Metabolic clearence rate
of dehydroepiandrosterone in vivos. J. Clin.
Endocrinol. Metab. 70, 1088-1095, 1991.

14. SIDEL'NIKOVA, V.M; ORLOVA, V.G; RAISOVA,
A.T. and AGADZHANOVA, A.A. «Diagnosis of
the causes and prevention of intrauterine fetal
death in the second trimester of pregnancy in
women with hyperandrogenism». Akush.
Ginekol. Mosk. 10, 16-19, 1991.

15. PROUGH, S.G; AKSEL, S; YEOMAN, R.R. and
WIEBE, R.H. «Peritoneal fluid from patients with
unexplained infertility inhibits growth of 2 cell
mouse embryos». Int. J. Fertil. 36, 13-20, 1991.

16. BELLABARBA, A.G; MOLINA, C. Z; MONTA-
RROSO, AM; VELAZQUEZ, E; VALERI, P.M.
and BELLABARBA C. «Dehidroepiandrosterona
y prefiez en la rata». Rev. Obstet. Ginecol.
Venez. 53, 203-206, 1993.

17. ROBERTS, R. «The mouse. Its reproduction and
development». Ed. Burgers Publishing Com-
pany, 1967.

18. RISDON, G; COPE, J. and BENNETT, M. «Me-
chanisms of chemoprevention by dietary
dehydroepiandrosterone. Inhibition of lympho-
poiesis». Am. J. Phatol. 136, 759-769, 1990,

19. BLAUER, K.L; ROGERS, W.M. and BEMTHON,
E.W. «Dehy-droepiandrosterone antagonizes
the suppressive effects of glucocorticoide on
lymphocyte proliferation». The Endocrine Society
Proceeding of 71st Annual Meeting, Baltimore,
Wiliams and Wiliams. Abstr. 29, 1989,

20.MARKS, P.A. and BANKS, J. «Inhibition of
mammalian glucose-6-phosphate-dehydroge-
nase by steroids». Proc. Natl. Acad. Sci. 46, 447-
452, 1960.

21.FEQ, F; DAINQ, L: SEDDAIU, M.A; SIMILE, M.M:;
PASCALR, R; McKEATING, J.A; DAVLIAKQOS,

~ G.P; SUDOL, K.S. and RAO, K.N. «Differential
effects of dehydroepiandrosterone ans deoxyri-
bonucleosides on DNA synthesis and the novo
cholesterogenesis in hepatocarcinogenesis in
rats». Carcinogenesis 12, 1581-1586, 1991.

AGRADECIMIENTO

A la Sra. Aurora Prieto por su valiosa asistencia téc-
nica.

Al Consejo de Desarrollo Cientifico Humanistico y
Tecnolégico de la Universidad de Los Andes por el
soporte econdmico: Proyecto M 407-92,



ACTA CIENTIFICA SVBE VOL4N°1 1995 (28-46)

RECUPERACION ESPERMATICA:
EFECTOS DE LA COMPOSICION DEL MEDIO

Zambrano, Midalia Josefina.
Villasmil Bastidas, Saul Antonio.

Tutor: Lic. Gabriela Arata de Bellabarba, MSc.

Colaboradores: Dr. Argenis Torres Morales
Dra. Carmen Zoraida Molina

UNIVERSIDAD DE LOS ANDES
FACULTAD DE FARMACIA - ESCUELA DE BIOANALISIS
Mérida - Venezuela
1995

Trabajo de grado presentado como requisito parcial para optar al Titulo de Licenciado en Bioanalisis.

AGRADECIMIENTO

A la llustre Universidad de Los Andes por habernos brindado todos los conocimientos para
nuestra realizacion profesional.

A la Licenciada Gabriela Arata de Bellabarba, Jefe del Laboratorio de Neuroendocrinologia
de la Reproduccion, por su desinteresado apoyo para la consecucion de nuestro proyecto.
A la Licenciada Ana Maria Montarroso por sus correcciones y opiniones orientadoras en
este trabajo.

A la Licenciada Gladys Marin de Lopez Jefe del Departamento de Fisiopatologia, lugar
donde se realizd este trabajo.

Al Dr. Argenis Torres Morales por la colaboracién en nuestro trabajo.

A la Licenciada Cecilia Le Morvan por su asistencia en el laboratorio.

A la Dra. Carmen Molina por su colaboracion en este trabajo.

A la Sra. Carmen A. Prieto por su inapreciable ayuda en el trabajo de laboratorio.

Al Sr. Luis Rodriguez A. por su ayuda en el laboratorio.

A mis companeros Anny Lacruz, Doritza Vargas, Ingrid Velarde, Tatiana Galeazzi por su
dedicada solidaridad y compaferismo.

A los pacientes que sin su aporte no se hubiese realizado este proyecto.

28



RESUMEN

La adicién de suero, al medio utilizado en la pre-
paracién del semen para la fecundacion asistida,
permile mejorar la recuperacién de espermatozoides
méviles. En asle trabajo se compard el efeclo que
sobre la recuperacion espermalica puede tener el
uso de sueros provenientes de hombres o de muje-
res en distintas etapas de la vida. Se utilizé Ham's
F-10 como medio de cultivo enriquecido al 10% con
suero de hombres (M1), de mujeres en fase folicular
(M2, en fase litea (M3), embarazadas (M4),
menopausicas (M5) y con albimina bovina al 3%
(M6). También se estudié el efecto de sustituir el
Ham's F-10 por solucién salina (SS) a la cual se le
agregd suero en fase folicular al 25% (MO0). Once
muestras de semen, con parametros seminales nor-
males, se lavaron utilizando la técnica del doble la-
vado con migracion ascendente. Cada muestra fue
lavada y resuspendida en los diferentes tipos de
medios y el nimero de espermatozoides méviles re-
cuperados se evalud a las 2h. 4h, 6h, y 8h de
incubacién. Los resultados obtenidos muestran que
el porcentaje de espermatozoides recuperados no
fue diferente entre los medios preparados con sue-
ros diferentes (M1 a M5), con la albimina (M6) y
con la salina (MO). La recuperacion esperméatica dis-
minuyé proporcionalmente con el tiempo de incu-
bacion, pero no hubo diferencias entre los medios.
En consecuencia un medio tan simple como la S8,
enriquecido con suero de hombre o de mujer en cual-
quier etapa de su vida reproductiva puede ser utili-
zado en la preparacion de una muestra de semen.
Siendo la concentracion de estradiol (E), proges-
terona (P) y testosterona (T) muy diferente entre los
lipos de sueros utilizados se concluye que el tipo y
la concentracién de esteroides sexuales no afecta la
recuperacion espermatica, lo cual no implica, que los

esteroides puedan intervenir en eventos posteriores

como la reaccion acrosémica.

INTRODUCCION

La ausencia de hijos deseados se reporta en un

15% de las parejas. Cuando se estudian las causas

de la esterilidad se aprecia que en un 35% radica en
la mujer, otro tanto le corresponde al hombre, en el
20% se detectan alteraciones en ambos, y en el
10% no se descubre el motivo de la esterilidad. Du-
rante los Gltimos 30 anos los avances obtenidos en
el conocimiento de la fisiclogia reproductiva han
mejorado el diagndstico y el tratamiento de la esteri-
lidad; en un 90% de las parejas se puede definir la
causa y de éstos el 70% logra con éxito la solucién
del problema ('2).
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Entre las alternativas disponibles para solucionar
el problema de la pareja estéril esta la «fecundacién
asistida». Con este término se engloban una serie
de técnicas cuyo objetivo es el de facilitar la fe-
cundacién. La inseminacién artificial, ampliamente
utilizada en animales, se practlicé por primera vez en
humanos en 1780; puede realizarse intravaginal o
intrauterina (IU1), la ventaja leérica de la Ul sobre la
intravaginal es que en la IUl se puede aumentar ¢l
nimero de espermatozoides mdéviles que llegan al
sitio de la fecundacion, cuando el nimero o la movi-
lidad espermatica estan disminuidas, o cuando hay
problemas en el moco cervical(**%), En 1978(%), con
el primer nacido vivo, resultado de la fecundacion in
vitro y de la transferencia de embriones (IVF-ET), se
desarrollaron nuevas técnicas para facilitar la
fecundacion, tales como, la transferencia de gametos
en las trompas de Falopio("), la fecundacién de
6vulos a los cuales se les ha perforado la zona
pelicida(®) la transferencia de espermatozoides al
espacio perivitelino(*) y la macroinyecciéon del
espermaltozoide en el colema('?).

Uno de los pasos indispensables para realizar
cualquiera de las técnicas antes mencionadas es la
preparacién de la muestra de semen. En condicio-
nes fisioloégicas, una vez que el semen es deposila-
do en la vagina, los espermatozoides abandonan el
plasma seminal y comienzan a desplazarse a través
del tracto genital femenino hasta alcanzar el dvulo y
fecundarlo. El espermatozoide mévil se desplaza a
través de la glera cervical y el liquido intratubarico
para alcanzar el dvulo, sin embargo, para fecundar-
lo es necesario que el espermatozoide esté capaci-
tado; esto significa que el contacto del esperma-
tozoide con los diferentes tipos de liquidos presen-
tes en el traclo genital femenino, no sélo le permite
desplazarse sino que también lo capacita para pe-
netrar las envolturas del évulo y fecundarlo(*"'2),
La capacitacion es un fenémeno complejo durante
el cual, el espermatozoide sufre una serie de cam-

- bios subcelulares que se manifiestan por la adquisi-
cion de un tipo diferente de movimiento: esperma-
" tozoide «hiperactivo» y la capacidad de realizar la

reaccion acrosomica la cual culmina con la libera-
cién de las enzimas hidroliticas, la exposicion de la
membrana acrosomal interna y la modificacion del
segmento ecuatorial('*''%'¥)_ El conjunto de cam-
bios que se producen en el espermatozoide durante
su transito a lo largo del tracto genital femenino pue-
den serinducidos in vitro al eliminar el plasma seminal
y resuspender los espermatozoides en un medio
adecuado; de la composicion del medio dependen
el tiempo requerido para la capacitacién, el mante-
nimiento de la movilidad y el % de espermatozoides
que culminen la reaccién acrosémica ('7'%19.2021.22.2)
Se han descrito muchos medios cuya composicion
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varia desde lo mas simple como una solucion buffer
fosfato hasta los mas complejos como el Ham's F
10 alos cuales, es indispensable agregarle albimina
o liguido folicular o suero inactivado o liquido am-
niotico para mantener y estimular la movilidad del
espermatozoide e Inducir la capacitacion(®5-25
2re330): generalmente se recomienda el uso del
suero de la mujer en fase folicular, sin embargo, poco
se conoce acerca del efecto que pueda tener sobre
la movilidad espermatica el uso de sueros prove-
nientes de hombres o de mujeres en diferentes eta-
pas. Motivo por el cual, en este trabajo, se comparé
el efecto que puede tener un medio de cultivo enri-
quecido con sueros provenientes de hombres férti-
les, mujeres en fase folicular, en fase litea, meno-
pausicas y embarazadas sobre la recuperacién
espermatica.

MATERIALES Y METODOS
1. Reactivos:

Albdmina bovina y Lactato de sodio (Sigma
Chemical Co.); Medio liofilizado Ham's F-10, Penici-
lina y Estreptomicina (Irvine Scientific, Ca.): Cloruro
de sodio y Bicarbonato de sodio p.a. (Merck).

2. Obtencién de las muestras de sangre:

Los sueros utilizados para enriquecer el medio
con el cual se prepararon las muestras de semen se
obtuvieron de 38 donantes, con los cuales se con-
formaron 5 grupos: hombres con fertilidad probada
(8,H); mujeres cuyo periodo reproductivo se corres-
pondia con: fase folicular (8, F.F.); fase litea (10,
F.L.); embarazo (6, Em.) y menopausia 86 Mn). En
ayunas, se le extrajo a cada donante 12 ml de san-
gre venosa, se colocé en un tubo de vidrio sin
anticoagulante y se dejé 2 horas a temperatura am-
biente (T.A.). A continuacién se centrifugd la mues-
tra, 15 min. a 3.500 r.p.m. y el suero obtenido se
inactivo colocandolo en un bafio a 56°C durante 10
min. Tomando volimenes iguales de suero de cada
donante del mismo grupo se prepararon las mez-

clas de suero respectivas. Cada una de las mezclas -

se fraccioné y se congelé a -70°C.
3. Preparacion de los medios:

a. Medio Ham's F-10: el preparado comercial se
utilizo segun las indicaciones adjuntas. El contenido
del sobre se reconstituyd con agua destilada y se le
agregaron 1,2 g de bicarbonato de sodio, 0,08 g de
penicilina, 0,08 g de estreptomicina y 4 ml de lactato
de sodio; el volumen final se ajustd a 1 |. La compo-
sicion del medio se muestra en el anexo No. 1. Para
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enriquecer al medio se le agregd suero al 10% vy
luego se ajustd el pH a 7,4x0,2. Se prepararon 5
tipos de medios enriquecidos: M1 con la mezcla de
sueros de los hombres, M2 con la mezcla de sueros
de mujeres en F.F., M3 con la mezcla de sueros de
mujeres en F.L., M4 con la mezcla de sueros de
mujeres embarazadas y M5 con la mezcla de sue-
ros de mujeres menopausicas. El medio M6 se enri-
quecid con albdmina bovina al 3% (p/v) Tabla No. 1.

TABLA 1
MEDIOS UTILIZADOS PARA
LA RECUPERACION
ESPERMATICA
it COMPONENTES
SSF + Suero de Mujeres en
Mo Fase Folicular*
M, HAM'S F10 + Suero de Hombres
Fértiles*
M HAM'S F10 + Suero de Mujeres
2 en Fase Folicular*
M HAM'S F10 Suero de Mujeres en
3 Fase Liatea*
M HAM'S F10 + Suero de Mujeres*
4 Embarazadas
HAM'S F10 + Suero de Mujeres
M, Menopausicas*
M, HAM’S F10 + Albumina Bovina

SSF = Solucién Salina 0.9%.
* = Suero Inactivado.

b. Solucion salina fisioldgica al 0,9% (5.5.): la so-
lucion se prepard con 9 g de cloruro de sodio para 1
| de agua bidestilada. A partir de la 5.S. se prepara-
ron 2 soluciones enriquecidas con la mezcla de sue-
ros de mujer en F.F.; para lavar el semen, la concen-
tracion del suero fue del 10% vy la otra, para resus-
pender los espermatozoides lavados, se preparé con
suero al 25%. A las soluciones se les ajusté el pH 2
7.4+0.2,



4. Recoleccion y analisis de las muestras
de semen:

Las muestras estudiadas se obluvieron de do-
nantes fértiles con 3 a 5 dias de abstinencia sexual.
El espermograma se realizé una hora después de la
obtencion de la muestra y los parametros seminales
se determinaron siguiendo los criterios que recomien-
da el manual de laboratorio para el examen del se-
men de la Organizacion Mundial de la Salud(®). El
contaje y la movilidad espermatica se evaluaron uti-
lizando la camara de Mackler.

5. Lavado del semen:

La técnica utilizada fue la del lavado con migra-
cion ascendente, swim-up,(3¥33), Una alicuota del
semen (0,3 ml) se diluyé 1:10 con el medio, se mez-
clé y se centrifugd a T.A durante 7 min con una fuer-
za centrifuga de 500 g. Inmediatamente después se
aspird el sobrenadante y se repitié el lavado. El pre-
cipitado se resuspendit en 0,3 ml de medio; se agi-
6 suavemente y se incubd a 34+2 *C durante 8 ho-
ras. Gada 2 horas se tomd una alicuota del medio en
la cual se determiné el nimero de espermatozoides
mdviles. Cada muestra de semen se procesé simul-
taneamente con los medios que se estaban evaluan-
do. El % de recuperacion se calculd: dividiendo el
numero de espermatozoides moviles recuperados en
cada intervalo de liempo estudiado, entre el numero
de espermatozoides méviles presentes en el semen
antes del lavado, el resultado se multiplicé por 100.

6. Determinaciones hormonales:

Los niveles de estradiol (E), de testosterona (T) y
de progesterona (P), presentes en las 5 mezclas de
sueros se cuantificaron por radicinmunoensayo, uli-
lizando los estuches comerciales de Rodioassay
Systems Laboratories, Inc.

7. Andlisis estadistico:

El porcentaje de recuperacion obtenido con cada
medio y durante los diferentes intervalos de tiempo
estudiados se presenta como media aritmética =+ el
error estandar. La significancia estadistica entre las
variables se calculé con el uso del analisis de varianza
(ANOVA), la t-Student apareada y la regresién lineal.

RESULTADOS

Las muestras de semen utilizadas fueron selec-
cionadas en base a 3 parametros fundamentales:
numero, movilidad y morfologia espermatica. Como
se muestra en la Tabla No. 2, las 11 muestras te-
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nian contajes iguales o superiores a los 62 millones
de espermatozoides por ml, el porcentaje de mavi-
les (categoria a mas b) fue igual o superior al 49% y
los espermatozoides con formas ovaladas norma-
les superaban el 54%.

Como los sueros utilizados para enriquecer el
medio de cultivo provenian de individuos en diferen-
tes etapas de su vida reproductiva se determing, en
cada mezcla de sueros, la concentracion de este-
roides sexuales. En ia Tabla No. 3, se muestran las
concentraciones de estradiol, testosterona total y
progesterona obtenidas en cada mezcla. Con res-
pecio a testosterona se desiaca que la concenira-
cién en la mezcla de suero de hombres es en pro-
medio 6 veces mas alta que en los sueros de las
mujeres. En la mezcla de sueros de mujeres emba-
razadas los niveles de estradiol son 10 y 100 veces
mas altos que en la fase lGtea y que en la mezcla de
menopausicas respectivamente. Niveles altos de
progesterona solo se obtuvieron en las mezclas de
sueros de mujeres en fase lotea y en las embaraza-
das.

En la Tabla No. 4, se muestran los promedios de
los porcentajes de recuperacion obtenidos con los
diferentes tipos de medios. Los valores individuales
obtenidos con cada medio y en los intervalos de tiem-
po estudiados se muestran en los anexos 3, 4, 5, ¥
6. A las 2 horas de incubacidén la recuperacion
gspermatica obtenida en todos los medios fue muy
similar; en el medio enriquecido con el suero de
mujeres en fase folicular (M2) se obtuvo el mayor
porcentaje de recuperacion 68,6% y el menor por-
centaje 63,6% se obtuvo en los medios enriqueci-
dos con el suero de mujeres menopausicas (M5) y
con el suero de mujeres embarazadas (M4). En el
medio enriquecido sdélo con albimina tampoco se
obtuvo un porcentaje de recuperacion diferente al
obtenido con los sueros; el analisis de varianza en-
tre los seis grupos indica que no hay diferencias
estadisticamente significativas. Después de 4 horas

- de incubacién la recuperacion obtenida en el medio

enriquecido con suero de mujeres en fase folicular

" no disminuyd 70,8%, a diferencia de todos los de-

mas en los cuales se observd una pequena dismi-
nucion, entre el 2% y el 7%; al comparar entre si los
promedios de recuperacion obtenidos a las 4 horas
no se obtuvo una diferencia estadisticamente signi-
ficativa. A las 6 horas y a las 8 horas el porcentaje
de recuperacién disminuyd en todos los medios, pero
entre si, la diferencia no fue estadisticamente signi-
ficativa. En el medio enriquecido con suero de muje-
res en fase folicular (M2), l1a disminucion entre las 2
horas y las 8 horas fue del 11%, mientras que con
los otros sueros la disminucién en los porcentajes
de recuperacion fue de aproximadamente un 15% a
17%,; el porcentaje de recuperaciéon obtenido con el
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medio al cual sélo se le agrego albimina bovina (M6)
fue similar al obtenido con los sueros, durante todos
los intervalos de tiempo estudiados.

La disminucion de la movilidad fue directamente pro-
porcional al tiempo de incubacion; como se puede ob-
servar en las Figuras Nos. 1, 2 y 3, la relacion entre la
recuperacién espermatica y el tiempo de incubacion se
ajusto muy bien a una recla de regresion.

Al estudiar qué efecto podria tener sobre la recu-
peracion espermatica el sustituir un medio de culti-
vo muy completo por solucion salina, pudimos com-
probar que al lavar la muestra de semen con S.S.
enriquecida al 10% con suero de mujer en fase foli-
cular y luego, realizar la migracién ascendente en

5SS con suero al 25% (M0), el porcentaje de recup=
racion espermatica obtenido no fue estadisticamen:
diferente del obtenido con el Ham's-F10 enriquecic:
con el mismo tipo de suero (M2). La concentracios
de suero presente en la SS fue suficiente para mar
tener y estimular la movilidad espermatica adn des
pués de 8 horas de incubacién; como se muestra 7
la Tabla No. 5, el porcentaje de recuperacjcs
espermatica a las 8 horas en el M0 no fue diferen=
del porcentaje observado con el M2. En la Figu=
No. 4 se puede apreciar como, en funcion del tiem
po, el comportamiento de los espermatozoidss
resuspendidos en la SS fue muy similar al de los
espermatozoides resuspendidos en el Ham's F-1.

TABLA 2
CARACTERISTICAS DE LAS MUESTRAS DE SEMEN

DONANTES

PARAMETROS

2 3 7 8 9 10 | 11

Espermatozoides
(millones x ml)

62 (126 | 77 80

150 |140 | 72 | 96 | 84 [100 | 91

Movilidad %

A + B* 73 |85 | 79 | 58

86 | 80 al | 56 | 49 82 | 65

% Normales 79 | 72 |80 | 70 |

77| 71 | 55 | 69 |80 | 72 | 65

*= A + B (Rapidos mas lentos)
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TABLA 3

NIVELES DE ESTEROIDES SEXUALES EN LAS

MEZCLAS DE SUEROS
E2 P4 i
SUERO pg/ml ng/mi ng/dl
Fase Folicular 110,0 0,3 88,0
Rjoms o0 295,0 10,8 99,0
oo Y 3000,0 40,0 92,0
inods e 18,0 0,2 120,0
gty 45,0 0,2 620,0

E2 = Estradiol, P4 = Progesterona, T = Testosterona.

TABLA 4

EFECTO DE LOS TIPOS DE SUERQO AGREGADOS AL
MEDIO SOBRE LA RECUPERACION ESPERMATICA

% DE ESPERMATOZOIDES RECUPERADOS
HORAS M1 M2 M3 | M4 M5 M6 F
2 64,3+4,8 |68,6x2,9 |67,6+£3,9 |63,6x4,8 |63,6x4,9 |66,8+£55 ns
4 57,3+4,1 |70,8+4,9 |60,9+6,0 |58,653 |56,7x4,6 |62,6=4,8 ns
6 53,9456 |60,4+41 |53,9£5,8 |50,4£4,5 |[53,4:4,7 |50,0£4,5 ns
8 47.8+4.4 |57,6£4,5 152,1+6,0 |46,7+3,9 |47,5+4,8 |49,7+4,9 ns

F: Fisher Anova.
ns = no significativo.
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TABLAS

EFECTO DE LOS TIPOS DE SUERO AGREGADOS AL
MEDIO SOBRE LA RECUPERACION ESPERMATICA

% DE ESPERMATOZOIDES
RECUPERADOS
TIEMPO M2 MO p*
2 h 68,6+2.9 73,4+5,5 ns
4 h 70,8+4.9 65,4+4,0 ns
6 h 60,4+4,1 59,5+5,6 ns
8h 57,6x4,5 54.6+4,2 ns
* = t de Student apareada
Figura 1

EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION SOBRE
LA RECUPERACION ESPERMATICA

b
- B M1 r=-0,98978

R @ M2 r=-0,88

% de espermatozoides recuperados

TIEMPO (horas)
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Figura 2

EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION SOBRE
LA RECUPERACION ESPERMATICA

Pl o
® M3 r=-0,97609

® M4 r=-098374

% de espermatozoides recuperados

TIEMPO (horas)
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Figura 3

EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION SOBRE
LA RECUPERACION ESPERMATICA

Vv M5 r=-0,99341

< M4 r=-0,93753

% de espermatozoides recuperados

45 | . | ' I - I . | J I : I

TIEIiﬂFO (horas)

36



% de espermatozoides recuperados

VOL 4 N° 1 1995 ACTA CIENTIFICA SVBE

Figura 4

EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION SOBRE
LA RECUPERACION ESPERMATICA

7= é
~_e ® MO r=-0,99233
I'.l'.“'""--.

704 v v M2 r=-088

v

65 —

60 —

55 —

|
2

TIEMPO (horas)
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DISCUSION

Los resultados obtenidos indican que con los
diferentes tipos de sueros utilizados, el porcentaje
de recuperacién espermatica fue muy similar aun
cuando, las concentraciones de eslerocides sexua-
les presentes en los sueros fueron muy diferentes
entre si. Los efectos que los esteroides sexuales,
exogenos, ejercen sobre el metabolismo energético
y la movilidad de los espermatozoides no son con-
cluyentes debido, en gran parte, a los diferentes mo-
delos utilizados para los estudios(® *-%7). Beck y
Col(*®), estudiaron la migracién de los esperma-
tozoides humanos a través de un capilar, en el cual
colocaron individualmente estradiol, testosterona,
progesterona, norgestrel vy linestrenol, disueltos en
solucion Tyrode. Bajo estas condiciones, el estradiol
fue el mas efectivo en estimular la movilidad de los
espermatozoides mientras que, los progestagenos
la inhibieron. Otros autores observaron que los
progestagenos, in vitro e in vivo, inhiben la migra-
cion de los espermatozoides a través de la glera cer-
vical(*4?) y que el estradiol, no tiene ninglin efecto
sobre la movilidad espermatica(*). Posteriormente,
se demostré que los efectos obtenidos al incubar
espermatozoides lavados con los esteroides se anu-
laron cuando los espermatozoides fueron resus-
pendidos en suero(*'). Estos autores sugieren que
en el suero hay otros factores que mejoran la movili-
dad espermatica y que contrarrestan el efecto
inhibidor de la progestrona. Nuestros resultados
muestran, que la recuperacion espermatica obteni-
da con los sueros, no fue diferente de la obtenida
con albdmina sola; esto sugiere, que los esteroides
sexuales no afectan la movilidad de los esperma-
tozoides lavados. Como entre los diferentes tipos de
sueros no hubo diferencias, también se puede con-
cluir que la concentracién y el tipo de esteroide pre-

sente en el suero, no modifica la movilidad esper-

matica. Es importante sefialar que estas conclusio-
nes, no descartan, que los esteroides sexuales pue-
dan influir en la secuencia de eventos que se suce-
den durante la capacitacion y la fecundacién. El li-
quido folicular, también utilizado para resuspender
los espermatozoides lavados, es un medio con ele-
vadas concenfraciones de esteroides sexuales(*?) al
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cual, se le atribuyen, ademas del efecto estimulante
sobre la movilidad espermatica, un efecto facilitador
de la entrada de calcio al espermatozoide y un efec-
to facilitador en la induccién de la reacccién
acrosomica(*"# %), Trabajos recientes sugieren, que
la progesterona presente en el liquido folicular, seria
la responsable de facilitar, a través de un efecto no
gendmico, la entrada de calcio al espermatozoide y
la induccion de la reaccién acrosémica (** “); tam-
bién se plantea la posibilidad de que un defecto en
el receptor a progesterona del espermatozoide po-
dria ser el factor responsable en algunos casos de
esterilidad masculina(*®).

Hay que destacar el alto porcentaje de recupe-
racién obtenido con la metodologia utilizada; este
resultado depende, como lo han senalado otros au-
tores (1% 19.20.24.25.32.22) de la fuerza centrifuga apli-
cada, de la presencia de albimina en el medio se-
leccionado para lavar el semen, de la concentracion
de hidrogeniones y de las caracteristicas individua-
les de la muestra de semen. Si estos factores se
toman en cuenta se obtiene un numero elevado de
espermatozoides moviles, que se mantienen acti-
vos durante un tiempo prolongado. El medio utiliza-
do para la obtencion de espermatozoides moviles
no necesariamente tiene que ser el Ham's F-10,
nuestros resultados muestran que, éste, puede ser
sustituido por solucidn salina. La presencia de la
albumina en el medio es indispensable para, prote-
ger los espermatozoides del efecto perjudicial de la
fuerza centrifuga y para iniciar la capacitacion(** '&
#). Si se utiliza albumina comercial la concentracién
minima suficiente es del 3%; pero cuando se utiliza
suero al 10% la concentracién de alblmina resul-
tante esta cerca del 0,3%, sin embargo ésta es sufi-
ciente para obtener una movilidad similar o superior
a la obtenida con la albimina. Esta diferencia es
atribuida a los miltiples factores presentes en el
suero capaces de estimular la movilidad espermatica

("=;anz=2) En la practica, los resultados obtenidos

muestran que para la preparacion de una muestra

. de semen con un elevado ndmero de esperma-

tozoides moviles, se puede utilizar solucién salina

. . enriquecida con suero de hombre o de mujer indis-

tintamente.
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Anexo 1

COMPOSICION DEL HAM’S F-10

CONCENTRACION

COMPONENTE (mg/mi)
SALES INORGANICAS
CaCl, (anhidrido) 33,29
CusQ, - 5H,0 0,0025
FeSO, - 7H,O 0,834
KCI 285,0
KH_PO, 83,0
MgSO, (anhidrido) 74,64
ClNa 7.400,0
Na, HPO, (anhidrido) 153,7
ZnSO, -7 H,0 0,0288
Otros Componentes
D - Glucosa 1.100,0
Hipoxantina (Sal Na) 4,68
Acido Lipoico 0,2
Rojo de Fenol 1,2
Piruvato de Na. 110,0
Timidina 0,7
AMINOACIDOS
L - Alanina 9,0
L - Arginina - HCI 211,0
L - Aspargina - H,O 15,01
L - Acido aspartico 13,0
L - Cisteina 25,0
L - Acido glutamico 14,0
Agregados:
COMPONENTE CONCENTRACION
HCO, Na 1,2 g/l
Penicilina 0,008 g/
Estreptomicina 0,008 g/l
Lactato de Na. 4 mi
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CONCENTRACION

COMPONENTE (i)
L - Glutamina 146,0
Glicina 7,51
L - Histidina-HCI-H,O 23,0
L - Isoleucina 2,6
L - Leucina 13,0
L - Lisina - HCI 29,0
L - Metionina 4,48
L - Fenilalanina 5,0
L - Prolina .5
L - Serina 10,5
L - Treonina 3,57
L - Triptéfano 0.6
L - Tirosina (sal Na,) 2,62
L - Valina 3,5
VITAMINAS
Biotina 0,024
D-Ca-Pantotenato 0,715
Colina - HCI 0,698
Acido Félico 1,320
i - Inositol 0,541
Niacinamida 0,615
Piridoxina - HCI 0,206
.| Riboflavina 0,376
Tiamina - HCI 1,000
Vitamina B12 1,360
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Anexo 2

CARACTERISTICAS DE LAS MUESTRAS DE SEMEN

DONANTES

PARAMETROS

1 2 3 4 5 6 7| 8 9 10 | 11
Espermatozoides
{millnnes X ﬂ'll) 62 | 126 77 80 | 150 | 140 72 | 96 84 100 | 91
d/0.3ml 19 38 | 23 24| 45 | 42 | 22 | 29 | 25 30 | 27
o 5

MDE I_:_dgfl /e 73 85 | 79 58| 86 | 80 | 57 | 56 | 49 82 | 65
A+B/0.3ml 14 31 19 14| 39 | 34 | 12 | 25 | 12 25 | 18
% Normales 79 | 72 | 60 701 77| 71 | 55 | 69 | 80 72 | 65

* = A + B (Rapidos mas Lentos)
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Anexo 3
PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES RECUPERADOS A LAS 2
HORAS DE INCUBACION
TIPOS DE MEDIOS

MUESTRAS M. M, M, M, M, M,

1 Ne 9 11 10 9 g 9
% 64,2 78,5 71,4 64,2 64,2 64,2

2 0 14 17 10 14 11 11
% 45,1 54,8 32,2 45,1 35,4 35,4

3 ; 13 14 13 14 13 14
% 68,4 73,6 68,4 73,6 68,4 73,6

4 0 11 14 13 12 13 13
% 78,5 90,0 92,8 85,7 92,8 92,8

5 Ne 15 26 19 13 17 16
% 39,4 68,4 50,0 34,2 44,7 42 1

6 o 29 31 19 24 22 22
% 87,8 93,9 57,5 72,7 66,6 66,6

7 Ne 7 8 10 8 g 9
% 58,3 66,6 83,3 66,6 66,6 75,0

8 E 15 16 14 12 19 15
% 60,0 64,0 56,0 48,0 48,0 60,0

9 N® 9 9 10 8 8 9
% 75,0 75,0 83,3 66,6 66,6 75,0

10 8 12 15 16 15 16 14
% 48,0 60,0 64,0 60,0 64,0 56,0

11 2 15 17 17 5. 15 17
% 83,3 94,4 94,4 83,3 83,3 94,4

N2 = Namero de espermatozoides recuperados (millones por mililitro).
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Anexo 4

PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES RECUPERADOS ALAS 4
HORAS DE INCUBACION

TIPOS DE MEDIOS

MUESTRAS| M, M, M, M, M, M,

1| Ne 8 11 8 9 9 9
% | 57,1 78,5 57,1 64,2 64,2 64,2

2 | N 16 15 10 10 9 13
% | 51,6 48,3 32,2 32,2 29,0 41,9

3 | N 13 13 14 12 2 14
% | 684 68,4 73,6 63,1 63,1 73,6

4 | N 11 13 13 12 11 11
% | 785 92,8 92,8 85,7 785 | 785

5 | N 12 22 14 12 15 14
% | 315 57,8 36,8 31,5 39,4 36,8

6 | Ne 18 25 18 20 21 20
Yo 54,5 75,7 54,5 60,6 63,6 60,6

7 | N 7 9 7 8 6 9
% | 583 750 | 583 66,6 50,0 75,0

8 | N 12 14 12 11 12 13
% | 480 560 | 48,0 44,0 48,0 52,0

9 | Ne 8 9 8 7 7 9
% | 666 750 | 66,6 58,3 58,3 75,0

10 NE 11 13 14 14 13 12
% | 44,0 520 | 56,0 56,0 52,0 48,0

1| N 13 16 17 15 14 15
% | 722 90,0 94,4 83,3 77,7 83,3

N? = Numero de espermatozoides recuperados (millones por mililitro).
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Anexo 5
PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES RECUPERADOS ALAS 6
HORAS DE INCUBACION
TIPOS DE MEDIOS

MUESTRAS| M. M, M, M, M, M,

1 N 8 10 7 8 7 9
% 57,1 71,4 50,0 57,1 50,0 64,2

2 NS 14 15 7 10 10 8
% 45,1 48,3 22,5 32,2 32,2 25,8

3 e 10 11 11 8 12 10
% 52,6 57,8 57,8 42,1 63,1 52,6

4 @ 10 13 12 11 12 11
% 71,4 92,8 85,7 78,5 85,7 78,5

5 Ne 13 18 10 12 13 11
% 34,2 47,3 26,3 31,5 34,2 28,9

6 Ne 16 19 17 14 18 14
% 48,4 57,5 51,5 42,4 54,5 42,4

7 N2 6 8 7 8 6 7
% 50,0 66,6 58,3 66,6 50,0 58,3

8 N 11 13 11 11 11 12
% 44,0 52,0 44,0 44,0 44,0 48,0

9 0 7 8 7 6 7 7
% 58,3 66,6 58,3 50,0 58,3 58,3

10 e 8 11 14 IR 11 11
% 32,0 44,0 56,0 44,0 44,0 44,0

11 2 16 111 15 12 «|> 18 by
% 90,0 61,1 83,3 66,6 72,2 50,0

N2 = Numero de espermatozoides recuperados (millones par'r'nllllitrn}.
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Anexo 6
PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES RECUPERADOS A LAS 3
HORAS DE INCUBACION
TIPOS DE MEDIOS

MUESTRAS| M, M, M, M, M, M,

1 M2 f 11 11 7 9 9
% 50,0 78,5 78,5 50,0 64,2 64,2

2 Ne 10 13 9 10 8 8
% 32,2 41,9 29,0 32,2 258 258

3 ME 12 12 9 9 11 10
% 63,1 65,7 61,7 56,5 63,1 63,1

4 2 10 12 12 10 10 7
Yo 71,4 85,7 85,7 71,4 71,4 50,0

5 Ne 11 18 10 10 10 11
% 28,9 47,3 26,3 26,3 26,3 28,9

6 0 13 19 11 13 12 14
% 39,3 57,5 33,3 39,3 36,3 42,4

7 XE 6 8 7 7 7 10
% 50,0 66,6 58,3 58,3 58,3 83,3

8 N2 11 11 9 9 9 11
% 4,0 44,0 36,0 36,0 36,0 44,0

9 N2 7 7 6 6 6 6
Yo 58,3 58,3 50,0 50,0 50,0 50,0

10 | N° 7 11 12 11 9 10
% 28,0 44,0 48,0 440 36,0 40,0

11 Ne 11 8 12 9 10 10
% 61,1 44,4 66,6 50,0 55,5 55,5

N2 = Niimero de espermatozoides recuperados (millones por mililitro).
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El legado de Pasteur,
y los inicios de la medicina
cientifica en la Venezuela de finales del siglo XIX

Vidal Rodriguez Lemoine, PhD
Instituto de Biologia Experimental (IBE)
Facultad de Ciencias
Universidad Central de Venezuela

RESUMEN

En el presente trabajo se examinan algunos as-
pectos relativos a la presencia institucional de la
doctrina de Pasteur en el medio académico nacio-
nal. Se discute el papel desempenado por &l Institu-
to Pasteur de Caracas, y su homélogo de Maracaibo
en la ensenanza y practica de la medicina en Vene-
zuela hacia finales del siglo XIX, y principios del XX,

ABSTRACT

Some aspects related to the institutional presence
of Pasteur’s doctrine in the Venezuelan academical
media are examined. The role of the Institute Pas-
teur de Caracas and their homologous of Maracaibo
is examined in relationship to training on medicine,
and on the exercise of medicine at the end of the
XIX century, and beginning of the XX.

Se han escrito innumerables trabajos —y no po-
cos tratados— sobre la enorme obra cientifica de
Louis Pasteur, su aporte al conocimiento cientifico
universal, y a la dilucidacion del papel que juegan
los microorganismos en el ciclo de transformacion
de la materia, incluyendo aquellos procesos que
determinan patologias en humanos, animales y plan-

1. Este trabajo esta basado en una conferencia dictada en
el acto conmemorativo del centenario de la muerte de
Louis Pasteur, organizado por la Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas, Hotel Caracas Hilton, 18
de abnl de 1995.

2. Pasteur dejo de existir én Villeneuve I'Etan, Marnes, a las
cuatro y cuarenta minutos del sabado 28 de septiembre
de 1895. La Sociedad Venezolana de Microbiologia, y la
Sociedad de Bioanalistas Especialistas declararon "Ano
conmemorativo del centenario de la muerte de Pasteur”
desde noviembre de 1994 hasta noviembre de 1995, y
organizaron un amplio programa de actividades.

3. Estudio scbre los origenes de la investigacion biomédica
en Venezuela, con particular énfasis en la microbiologia.
V. Rodriguez Lemoine.
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tas. Asi, en esta materia €s muy poco lo que puede
agregar un modesto microbidlogo, que habita y tra-
baja en esta parte del mundo. Sin embargo, es de
mucho interés —en particular para comprender los
origenes de nuestras instituciones cientificas— exa-
minar algunos aspectos relativos al proceso de in-
corporacion de la doctrina de Pasteur y la influencia
de su escuela, en la gradual transformacién de la
ensenanza y de la practica de la medicina en nues-
tro medio. La oportunidad para tratar algunos as-
pectos de este tema nos la brinda los actos organi-
zados para conmemaorar cien afios de la muerte de
Pasteur.? Las ideas que presentamos en este traba-
jo forman parte de un estudio mas amplio sobre los
origenes de la investigacién biomédica en Venezue-
la.3

Ricardo Archila® —y otros destacados historiado-
res de la medicina en Venezuela— reconocen dos
etapas claves en la evolucion de los estudios médi-
cos durante el siglo XIX e inicios del XX. La primera
se refiere a la que tiene como punto de partida la
reforma de la Facultad Méedica de Caracas de 1827,
conducida magistralmente por el académico y sabio
José Maria Vargas, y la imagen tutelar del Libertador
Simén Bolivar, quien la propicié y le brindé todo su
apoyo moral y politico.* La segunda etapa —inicia-
da hacia la (iltima década del siglo XIX y comienzos

4, Archila, Ricardo. “Luis Razetti, o Biografia de la Supera-
cién”. Imprenta Nacional, Caracas, 1952. Capitulo 2. El
renacimiento de la medicina venezolana.

5. Enlareforma universitaria de Vargas sobrevivieron mu-
chas de las disposiciones pre republicanas, emanadas
de la corona espariola, sin embargo, se introdujeron im-
portantes innovaciones. La reforma consagro el principio
de la autonomia universitaria, y asignd haciendas para
garantizar su funcionamiento. Se elimino el requisito de
“limpieza de sangre” para el ingreso de alumnos, se crea-
ron nuevas facultades y se renovaron profundamente las
existentes. Los Estatutos de 1827 estan publicados en el
Tomo Il, Decretos del Libertador (Sociedad Bolivariana
de Venezuela, Caracas, Imprenta Nacional, 1961).
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del XX— y a la cual nos referiremos en este trabajo,
corresponde a los que se conoce en la historiografia
meédica venezolana como la de renovacién de los
estudios médicos.® Entre ambas hay un largo perio-
do donde privd el estancamiento, ya que los adelan-
tos que se generaban en los centros mas avanza-
dos de Europa no llegaban, o llegaban tardiamente
a nuestras costas, y cuando esto ocurria no encon-
traban tierra abonada para germinar.

Pasteur,” quimico por formacion, e investigador
por naturaleza, no fue hombre ajeno al mundo de la
medicina, aunque su trabajo no siempre fue bien
recibido ni por el gremio médico, ni por muchos de
los cientificos de su época. Sin embargo, Pasteur
se convirtid en el principal protagonista de un movi-
miento extraordinario —la revolucion pasteuriana—
que estremeceria hasta sus raices mas profundas
el empirismo dominante en la practica médica, v
colocaria a la medicina sobre bases mas sdlidas:
las del conocimiento cientifico. Antes de la entrada
de Pasteur en la escena del mundo de los micro-
organismos, era inmenso el desconocimiento que
se tenia de los fenémenos de la fermentacion y de
las enfermedades contagiosas. Pero este hombre,
de aguda inteligencia y extraordinaria perseveran-
cia, se encargaria de descorrer, uno a uno, los velos
que ocultaban las leyes de la naturaleza, logrando
dilucidar el papel primordial de los seres microscopi-
cos, desarrollar condiciones para aislar algunos gér-
menes causantes de enfermedades, y transformar
estos agentes destructores de la vida, en agentes
capaces de preservarla. “Todos nosotros nos pro-
clamamos discipulos de Pasteur”, diria el académi-
co Brouardel® resumiendo el impacto de los descu-
brimientos de Pasteur y su escuela, aplicados al
campo de la medicina. Luego afnadiria, en el home-

6. De acuerdo a Archila, los hechos mas relevantes de ese |

periodo son: a) fundacion del Hospital Vargas de Cara-
cas (1891); b) creacion de la Catedra de Histologia Nor-
mal y Patologica, Fisiologia Experimental y Bacteriologia
(1891); ¢) fundacion de la Sociedad de Médicos y Ciruja-
nos de Caracas (1893); d) fundacién de la Gaceta Médi-
ca de Caracas (1893); e) establecimiento de la ensefian-
za clinica en la Universidad Central (1895); f) fundacién
del Instituto Pasteur de Caracas (1895); g) establecimiento
del concurso de internado y externado de los hospitales
{1895); h) reforma de las catedras de Anatomia y de Me-
dicina Operatoria (1895-96); y) fundacién del Colegio de
Médicos de Venezuela (1902); j) fundacién del Laborato-
rio del Hospital Vargas (1902), entre otras.

7. Se han publicado innumerables biografias sobre Louis
Pasteur. Aqui hemos tomado como guia: “La vida de Pas-
teur”de Renato Vallery Rador. Editorial Juventud Argenti-
na S.A. Buenos Aires. Sexta edicion, 1952, Version cas-
tellana de Jorge Degiorgi.

8. Palabras pronunciadas por el profesor Brouardel, Deca-
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naje que se le rendia al genio: “...mas afortunado
que Harvey y Jenner, habéis presenciado el triunfo
de vuestras doctrinas. Y qué triunfo el vuestrol...
i, No habeéis indicado a los médicos los medios de
preservar a las naciones de los flagelos mas temi-
bles? ;No habéis salvado de la miseria, de las en-
fermedades y de la muerte a millares de seres hu-
manos en los ultimos diez anos?”. El genio y la per-
severancia del infatigable Pasteur lograron des-
terrar la doctrina de la generacién espontanea,
abriendo nuevos caminos a la ciencia.

Los discipulos de Pasteur, y sus seguidores en
todo el mundo, se encargaron de propagar, no sélo
en teoria sino en la practica los principios de la doc-
trina pausteriana. Aplicaron sus ensefanzas, y em-
prendieron nuevos estudios, que condujeron a in-
sospechados triunfos sobre el control de enferme-
dades que representaban el azote y la desesperan-
za de la humanidad entera. El anuncio de su mas
notable discipulo, Emile Roux,? sobre el tratamiento
de la difteria con el suero antitéxico que “... conmo-
vio a los habitantes de la tierra, que ante las noticias
esperanzadoras aplaudid la nueva hazana de la cien-
cia...”," sdlo comparable —en el campo de la sa-
lud— con la enorme repercusion que tuvo la aplica-
cion exitosa del tratamiento contra la rabia desarro-
llade por el mismo Pasteur afios antes." Nuevos
descubrimientos se sucederian uno tras otro. Yersin,
otro de sus discipulos, logré —casi simultaneamen-
te con su colega japonés Kitasato— identificar el
bacilo de la peste bubénica ( Yersinia pestis) en 1894.
Descubierto el enemigo se abrigaba la esperanza
de someterlo, como en efecto se hizo poco tiempo
después. El conocimiento se difundié con relativa
velocidad, y las esperanzadoras noticias traspasa-
ron las fronteras del viejo continente.'

no de la Facultad de Medicina de Paris, durante el acto
inaugural del Congreso Internacional de Higiene celebra-
do en Paris en 1889,

9. Roux, estrecho colaborador de Pasteur, comunicé sus re-
sultados sobre la difteria en el Congreso de Higiene v
Demografia celebrado en Budapest en 1894,

10. Parte del texto incluido en la campafia para recaudar fon-
dos para la creacion del Instituto Pasteur de Caracas.
Encarte “El Cojo llustrado” Tomo IV, val. 1, 1895.

11. Pasteur inicid sus estudios sobre |la rabia en 1884. Reali-
Z0 la primera inoculacion antirrébica en el hombre: el nifio
alsaciano José Meiste en julio de 1885.

12. En Venezuela le tocd a Rafael Rangel, entonces Director
del Laboratorio del Hospital Vargas, establecer —en me-
dio de una gran polémica— la presencia del bacilo de la
peste durante la epidemia que hizo su aparicién en el puer-
to de La Guaira en 1908.



A Caracas y Maracaibo llegé también la onda del
sismo que transformaria la practica de la medicina.
Llegd no sdlo a través de las noticias que, con la
pesada carga, traian los vapores que cruzaban el
Atlantico, sino a traves de una renovadora genera-
cién de médicos que aunque formados en la vieja
Facultad Médica de Caracas, habia logrado —con
recursos propios y apoyo del Estado— entrar en
contacto directo con las nuevas corrientes de la me-
dicina moderna, completando su formacién acadé-
mica en las aulas y laboratorios de las mas avanza-
das universidades europeas. Para fines del siglo el
campo estaba roturado y la tierra preparada para la
siembra de nuevas y fecundas ideas. El primer con-
tingente de jévenes promesas que regresaba al pais
cargado de conocimientos, ideas y proyectos, for-

mo la nueva élite médica, a la gue le tocara reiniciar-

el proceso de transformacion de la medicina nacio-
nal. Entre ellos se destacaron Luis Razetti (1862-
1932), José Gregorio Hernandez (1864-1919), Fran-
cisco Antonio Risquez (1856-1941), Pablo Acosta
Ortiz (1864-1914) Santos Anibal Dominici (1869-
1954), Elias Rodriguez, hijo (1818-1895) Enrique
Meier Flégel (1877-1927), en Caracas, y Manuel
Dagnino, Rafael Lépez Baralt (1852-1918) y Heli-

13. El Hospital Vargas de Caracas fue decretado por el Pre-
sidente Dr. Juan Pablo Rojas Paul, el 16 de agosto de
1888, e inaugurado el 1 de enero de 1891 por el Presi-
dente Dr. Raimundo Andueza Palacios. Entro en funcio-
namiento el 5 de julio de 1821, Datos tomados de la Bio-
grafia del Hospital Vargas, Oscar Beaujon.

14. Gatedra de Histologia Normal y Patologica, Fisiologia
Experimental y bacteriologia (1891) a cargo de José
Gregorio Hernandez; Catedra de Clinica Médica a car-
go de 5.A. Dominici; reforma de las catedras de Anato-
mia y Medicina Operatoria.

15. En mayo de 1894, el Gobiemo Regional decreta la crea-
cion de la Catedra de Clinicas en los Hospitales de
Maracaibo, con sede en el Hospital de Chiquinquira.
Manuel Dagnino es designado profesor, y el 5 de julio
dicta la clase inaugural. Tomado de Roche id.

16. Iniciativa de Razetti y Dominici fue la fundacién del Co-
legio de Médicos y Cirujanos de Caracas y de su organo
de difusion, la Gaceta Médica de Caracas. La proposi-
cidn fue hecha en la reunién promovida por FA. Risquez
v Razetti, realizada el 13 de marzo de 1893 en una sala
de la Universidad Central. Como Director de la nueva
sociedad fue nombrado Risquez, Secretario J. de D,
Villegas. Como Director y Administrador de la revista se
designé a Razetti, quien la dirigié durante 31 anos. En
1924 se exilia voluntariamente en Curazao, y Domingo
Luciani se ocupa de la revista. En Maracaibo se fundé la
Revista Clinico-Meédica-Qurargica.

17. El Instituto Pasteur de Caracas fue fundado como una
sociedad civil el 12 de abril de 1895, por iniciativa de 5.
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menes Finol (1852-1905), en Maracaibo. Ellos se-
ran los protagonistas de un periodo caracterizado
por una gran actividad en el campo médico. Les toco
actuar, y poner en practica sus conocimientos en
las salas del recién fundado Hospital Vargas de Ca-
racas,'® crear nuevas catedras en la Universidad
Central™ y en el Zulia."™ Fueron los responsables de
la fundacién de sociedades cientificas como la So-
ciedad de Médicos y Cirujanos de Caracas (1893),
de nuevas revistas cientificas,'® y de institutos para
el estudio de la microbiologia y sus aplicaciones en
medicina, tanto en Caracas (1895),"" como en
Maracaibo (1896)."8

El entusiasmo local por los nuevos aportes de la
ciencia al progreso de la medicina se encuentra cla-
ramente reflejado en las noticias y articulos publica-
dos en la prensa, o en revistas de la capital. En la
edicion de la prestigiosa revista “El Cojo llustrado”
de mayo de 1897 leemos™ “...parecen existir perio-
dos destinados a ver derrumbarse en poco tiempo
el viejo edificio de los conocimientos adquiridos; mo-
mentos esos como de bruscas renovaciones, que
abren otros rumbos al espiritu, disipan de improviso
las sombras que ocultaban la verdad, y permiten vis-
lumbrar nuevos horizontes,... Hemos querido hablar

A. Dominici, quien fue su promotor y Unico director cien-
tifico. Lo acompanaron en el proyecto Enrique Meier
Flégel, Elias Rodriguez, Nicanor Guardia h., y Pablo
Acosta Ortiz. Funciond én la casa MNo. 103, entre las
asquinas de Cruz Verde a Santa Rosalia, hasta poco
tiempo después del exilio politico de Dominici en 1902,

18. El Instituto Pasteur de Maracaibo fue fundado en 1856
por la Secretaria del Gobierno del Estado Zulia. Conta-
ba con dos secciones: Bactericlogia y Seroterapia a
cargo de los doctores Helimenes Finol y Rafael Lopez
Baralt respectivamente, ambos con estudios de espe-
cializacién en Francia. Aunque tuve una vida conta, cum-
plid funciones de investigacion, docencia y asistencia
social que sirvieron como elementos renovadores de la
medicina en el Zulia. Datos tomados del articulo de Ma-
ria Estela H. de Portillo “El Instituto Pasteur de
Maracaibo" en Las Instituciones Cientificas en la Histo-
ria de la Ciencia en Venezuela. H. Vesuri, compiladora.
Fondo Editorial Acta Cientifica Venezolana, 1987.

19. Extractos de un articulo firmado por P. Acosta Ortiz, pu-
blicado en El Cojo llustrado, afio VI, nimero 129, de fe-
cha 1 de mayo de 1897. El articulo fue escrito a proposi-
to de comentario sobre los Congresos Médicos Pana-
mericanos celebrados, el primero en Washington, 1893,
y el segundo en México en 1896, al cual asistieron por
Venezuela P. Acosta Ortiz, Nicanor Guardia h. y Eduar-
do Andrade Penny. Senala Ortiz que la mayor parte de
los estudios leidos fueron elaborados en el Hospital
Vargas y en el Instituto Pasteur de Caracas. Venezuela
obtuvo la sede para la realizacidn del tercer Congreso
en 1911, centenario de la Independencia, pero éste no
se realizo en Caracas.
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de la doctrina microbiana, de la obra inmortal de
Pasteur; y si es verdad que la naturaleza y modo de
obrar de los virus, y la idea de asimilarles a los fer-
mentos, habian sido bosquejados de antiguo, es tam-
bién indiscutible que se debe al genio fecundo de
aquel sabio eminente el haber establecido sobre
bases inconmovibles la teoria de la infeccion, vien-
do de completar su labor al mostrar, la morfologia,
condiciones biologicas y otros atributos de distintos
gérmenes seguido esto del descubrimiento de otros
microorganismos por Koch, Léeffler. .__Asi es como
los esfuerzos del trabajador ilustre han hecho parti-
cipar a la Medicina cientifica del impulso vigoroso
de este siglo,... Lanzada asi la Ciencia por nuevos
derroteros, hubieron de surgir necesidades de otro
orden, los medios de investigacion se multiplicaron,
complicandose; y desde el Clinico profundo que es-
pera ver salir la Gltima palabra del problema de la
probeta del quimico, de la preparacién microscépi-
ca o del ensayo del sabio experimentador, hasta &l
modesto practico que cree encontrar en la Udltima
revista los recursos terapéuticos que le faltan..., ven
envejecerse dia por dia los pesados volimenes de
la obra enciclopédica en el fondo de los anaqueles
de su biblioteca”.

El campo de la medicina se ensancha y se con-
solidan sus bases con la ayuda del laboratorio y de
la experimentacion cientifica. Y como un medio para
sustentar ese extraordinario cambio ird surgiendo la
necesidad de crear institutos dedicados a estudiar y
aplicar los nuevos métodos, vy los recursos que en-
traron a formar parte esencial de la nueva medicina.
El Instituto Pasteur de Paris, fundado en 1888,% se
convirtio gracias a su febril y exitosa actividad, en el
epicentro de un movimiento renovador, cuya influen-
cia se hizo sentir en los mas recénditos lugares del
planeta. Surgieron institutos con idénticos propési-

tos —y la mas de las veces con el nombre del ilustre.

sabio— en casi todas las capitales de Europa, Asia
y en diferentes paises del continente Americano.
La fundacion de un Instituto “...a semejanza del
que existe en Paris"*' en la Caracas aldeana de
finales de siglo, con una universidad anquilosada,
sin tradicion cientifica, y refractaria a todo lo que
pudiera significar cambio, constituye un hecho sin-

20 En 1886 la Academia de Ciencias cred un establecimien-
to antirrabico que llevaria el nombre de Instituto Pasteur
de Paris. Para tal fin se abrieron suscripciones plblicas
en Francia y en el extranjero, cuyos fondos depositados
en el Banco de Francia serian administrados por una
junta de patronato. Fueron enormes las donaciones pro-
venientes de todo el mundo. En 1888 se inaugurd la pri-
mera edificacion del actual Instituto Pasteur.
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gular en la historia social y politica de la Venezuela.
Esta iniciativa —reflejo de lo que estaba ocurriendo
en los centros mas avanzados— revela un intento
para incorporar la medicina local dentro de las co-
rrientes mas avanzadas del pensamiento cientifico
universal.® En palabras de sus proponentes® “... El
Instituto, que debe llevar el nombre del sabio mas
eminente de este siglo, serviria también para la pro-
duccidn y conservacion de la vacuna antirrabica, que
ya hace afios deberia estar aqui donde mas de una
vez hemos visto sucumbir desgraciados hidrofobos
en presencia del médico, que se cruza de brazos
por no tener a su alcance nada de lo que hoy brinda
la ciencia; serviria para tener siempre a nuestra dis-
posicion, fresca vy directa de la ternera y por consi-
guiente con toda garantia, la vacuna contra la virue-
la; y para seguir en Caracas los estudios llenos de
promesas —de los sueros antitetanico, que ya se
ha empezado a aplicar en Europa—, anti-neumdnico,
antitifoideo, etc. No podemos detenernos por mas
tiempo en enumerar los muchos otros beneficios que
derramaria el Instituto; queremos, sin embargo ha-
cer hincapié sobre los que se refierenalacriayala
agricultura, magnas fuentes de nuestra riqueza te-
rritorial: ciertas enfermedades desconocidas que
diezman por épocas nuestro ganado vacuno y ca-
ballar, podrian, sometidas a todos los medios mo-
dernos de estudio, encontrar un remedio poderoso,
como ha pasado en Francia con las del ganado lanar,
e idéntica reflexién puede hacerse sobre las que
arruinan nuestras sementeras. La medicina nacio-
nal, en fin, recibiria un empuje saludable; y de la
aplicacion cientifica de los métodos al estudio de las
fiebres que nos azotan, de la disenteria, de la lepra,
etc., no puede resultar sino un tratamiento mas y
mas eficaz y una economia de vidas inapreciable”.

Los fundadores del Instituto Pasteur de Caracas
tomaron como modelo, e intentaron reproducir
—aungue en modesta escala— al prestigioso Insti-
tuto Pasteur de Paris, fundado en 1888, mediante
suscripcion intermacional, y el apoyo del Estado fran-
cés. Al joven médico venezolano Santos Anibal
Dominici debemos el suefio, v la realizacién de esta
utopia. Dominici, graduado en la Universidad Cen-

“tral (1890), completé sus estudios y se doctoré en la

21. Dominici al ministro de Instruccion Publica.

22. Datos tomados, y texto inspirado en el libro de Marcel
Roche “Rafael Rangel ciencia y politica en la Venazuela
de principios de siglo”, Monte Avila Editores 197.

23.Parte del texto publicado bajo el titulo de: "Camparia
abierta para 1895. INSTITUTO PASTEUR" como
encarte en el Tomo 42 de la Revista “El Cojo llustra-
do” del 12 de enero de 1895.



Universidad de Paris (1894). A su regreso ejercio la
medicina clinica, y fundd la catedra correspondiente
en la Universidad. Instalo el primer laboratorio priva-
do de microscopia clinica al servicio del gremio mé-
dico. En ese laboratorio inicid actividades de investi-
gacion que conducirian, mas adelante, a la identifi-
cacion —por primera vez en Venezuela— del he-
matozoario de Laveran (Plasmodium falciparum),
agente causal del paludismo. Esta corta experiencia
sirvio como elemento de motivacion para proponer
la creacion en la capital de una institucién —de ca-
racter privado— que sirviera de apoyo a la practica
médica. La paricipacion de la empresa privada, de
la recién fundada Camara de Comercio de Caracas,

y de particulares que actuaron a titulo personal fue

decisiva en la creacion de la novedosa institucion

que tendria una enorme influencia en la ensefanza

y practica de la medicina en nuesiro medio.*® Des-

pués de una corta pero exitosa campana de promo-

cion en la Revista “El Cojo llustrado” se reunieron
los fondos para iniciar el proyecto,® y el 1° de abril
de 1895 quedd formalmente instalado el Instituto

Pasteur de Caracas, cuyos objetivos, de acuerdo a

declaraciones de los fundadores® serian:

1. El de las investigaciones puramente cientificas,
con el objeto de esclarecer muchos puntos oscu-
ros peculiares a nuestra patologia, no sélo hu-
mana, sino también la de la serie animal que pue-
da interesarnos, v aun la vegetal.

2. Elde seguir todos los adelantos de la Seroterapia
y de la Opoterapia que tanto auge alcanzan en el
mundo cientifico, y el de aplicarlos en la Replblica.

3. El de producir la vacuna animal en cantidad sufi-

24, Para ese moemento ya J.G. Hernéndez habia fundado (6
de noviembre de 1891) la Catedra de Histologia Normal
y Patoldgica, Fisiologia Experimental y Bacteriologia.

25.La Empresa El Cojo, y la Camara de Comercio aporta-
ron Bs. 3.000. Por suscripcién publicitada en El Cojo
llustrado se recaudaron mas de 2.000 pesos.

26. Los objetivos del Instituto aparecen en una cita incluida
por Rodriguez Rivero en su libro “Epidemias y Sanidad
en Venezuela” (1924) Tipografia Mercantil, Caracas.

27. Los estudios sobre el paludismo los inicid Dominici en el
Laboratorio de Microscopia, antecesor del Instituto, en
1894, La descripcidn, por primera vez en Venezuela del
Hematozoario de Laveran fue realizada, al menos en par-
te, cuando ya el Instituto habia sido fundado.

28. Se realizaron los primeros cursos de bacteriologia practi-
ca. Algunas lecciones, dictadas por Dominici, fueron pu-
blicadas en la Gaceta Médica de Caracas.

29. Como un servicio auxiliar en el diagnéstico clinico se rea-
lizaban pruebas y examenes de laboratorio: esputos, ori-
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ciente para propagarla en toda la Republica.

4. El de poner a la disposicion de los médicos los
medios ultimos de laboratorio que faciliten el diag-
nostico y fijar el tratamiento.

5. El de ensenar la Microbiologia y sus diversos ra-
mos.

El Institutc —el primero en su género en Vene-
zuela— cumplié, hasta su temprana desaparicion en
1902, con buena parte de los objetivos propuestos.
El proyecto dio inicio a un amplio programa de in-
vestigacidn sobre enfermedades propias de nuestro
medio;¥ contribuyé a la formacion de recursos hu-
manos en el area de la bacteriologia y parasitologia,**
y brindd ayuda al gremio médico en el diagnodstico
clinico.®® A estas actividades se sumaron la produc-
cion de la vacuna antivaridlica, y su aplicacién en
todo el territorio nacional.® Mo fue sélo a través del
nombre, sino de los proyectos, vy de las actividades
que se realizaron en el instituto, que se hizo sentir
su contribucion a la divulgacion de la doctrina pas-
teuriana en nuestro medio.

Dominici tuvo clara conciencia de las dificultades
que existian para incorporar la investigacion cientifi-
ca, y su aplicaciéon en nuestro medio, de alli que se
empenara en dar a conocer por todos los medios
posibles las actividades del recién creado Instituto.®
A pesar de la inestabilidad politica, y de la dificil si-
tuacién econdémica que atravesaba el pais, el Insti-
tuto fue reconocido, y recibié el apoyo financiero del
gobierno. La administracién del General Joaquin
Crespo (1892-1897), declard al Instituto “de utilidad
publica”, y le asignd algunas partidas del presupues-
to. Al poco tiempo decreté “creacion en Caracas de

na, sangre, pus, falsas membranas, neoplasma. Datos
tomadosdel informe publicado en “El Cojo llustrado” en
enero de 1896,

30. Se reprodujo enternéras, libres de tuberculosis, la linfa
vaccinal en cantidad suficiente para su distribucion y apli-
cacién en todos los Estados de la Repablica. En 1898,
cuando la epidemia de viruela azotd a la nacién, iniciaron
una campafa de vacunacion gratuita en la sede del Insti-
tuto. i

31.La ensefanza de la microbiclogia se impartia desde la
catedra, fundada en 1891 por José Gregorio Heméandez,
pero la ensenanza practica de la microbiologia, y el espi-
ritu de indagacidn fue transmitidoe desde las modestas ins-
talaciones del Pasteur. Rafael Rangel, quien se converti-
ria en el padre de la parasitologia en Venezuela, recibid
las primeras lecciones practicas, y la orientacién en los
temas de investigacion de Dominici, a quien consideraba
su maestro intelectual.

32. Véase Rodriguez Lemoine, V. “El Instituto Pasteur de
Caracas (1895-192) Boletin de la Sociedad Venezolana
de Microbiologia Vol 14, N2 2 1994,
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un establecimiento —oficial— denominado Instituto
Pasteur® destinado al estudio de la microbiologia
en sus diversos ramos, y el de todas las aplicacio-
nes de esta ciencia”. Sin embargo, este decreto
—como {antos otros que han sido promulgados a lo
largo de nuestra historia republicana— no se con-
cretd. Por el contrario, durante la epidemia de virue-
la de 1898 —que abarco gran parte del territorio na-
cional— la respuesta del ejecutivo fue tratar de ejer-
cer el control de las actividades del Instituto, dispo-
niendo, mediante decreto presidencial, su pase al
Ministerio de Instruccién Pablica, y proponiendo
—acto seguido— la creacién de un Instituto Jenner,®
“... dedicado —igual que el Pasteur— al estudio de
la Microbiologia en sus distintos ramos, y a la pre-
paracién de Sueros y demas liquidos organicos usa-
dos en medicina, principalmente la linfa vaccinal para
proveer de ella a toda la nacién”. El nuevo Instituto
quedaria bajo la inmediata inspeccién del Ministerio
de Instruccion Publica. Pero, esta iniciativa del go-
bierno que surgié como contraposicion al Instituto
Pasteur no llego a concretarse, ya que como ocurre
con frecuencia en nuestro medio, una vez que la
epidemia de viruela fue controlada —gracias a la
aplicacion del decreto que hizo obligatorio el siste-
ma de vacunacion y en buena medida a la aplica-
cién sistematica de la linfa cosechada en las instala-
ciones del Instituto Pasteur— cesaron las presiones

33. El Decreto Presidencial, firmado por Joaquin Crespo de
fecha 8 de febrero de 1897, considerd como motivacio-
nes para la creacion de un Instituto Pasteur —oficial—
“Que los descubrimientos de Pasteur, por los progresos
medicos e industriales a que ha contribuido, lo hacen
merecedor del grato recuerdo de la humanidad; Que la
creacion de un Instituto donde se estudie la microbiologia
¥ sus métodos, es ya una necesidad en Venezuela, da-
des los adelantos alcanzados en esta ciencia por nues-
tros Profesores de Medicina, para nuevas investigacio-
nes, y para la ensefianza de la juventud que a ella se
dedica”. El Instituto Pasteur de Caracas habia sido fun-
dado y funcionaba como sociedad civil, y contaba con
subsidios ocasionales del Gobierno. En su articulado se
establece que: “Para alojar el expresado instituto, se cons-
truira un edificio, por cuenta del erario Nacional con capa-
cidad, forma y distribucién que su objeto requiere: “Por
disposiciones especiales se dictaran todas las medidas
conducentes a la construccidn y habilitacion del edificio,
y a la organizacion del personal y servicio del instituto™.
Datos tomados de Rodriguez Rivero, “Epidemias y Sani-
dad en Venezuela®.

34. ElInstituto Jenner de Vacuna fue decretado el 10 de sep-
tiembre de 1898 por la administracion del General Igna-
cio Andrade (1898-1899). Entre las argumentaciones in-
cluidas en el decreto encontramos “... en vista que la Re-
solucién Ejecutiva del Despacho de Relaciones Interic-
res del 26 de junio de 1898, se hizo obligatorio el sistema
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que le dieron origen, y el gobierno de tumo se en-
cargaria de guardar cuidadosamente el proyecto en
el rincon de algin Ministerio. Aparte de las motiva-
ciones personales, o de caracter politico circuns-
tancial, que pudieron rodear esta crisis, se hizo evi-
dente la confrontacion entre los intereses de un Es-
tado que manifestaba una fuerte vocaciéon centrali-
zadora, ¥ las iniciativas —entonces incipientes— de |
la empresa privada emergente, basada en la doctri-
na economica liberal,

En Maracaibo, —el otro polo de desarrollo eco-
nomico y cultural del pais—, surgid, casi simulta-
neamente, el interés por el desarrollo de la bacterio-
logia y sus logros sobre la medicina moderna. Asi, a
comienzos de 1896, Helimenes Finol, quien habia
realizado cursos de bactericlogia en Francia, fundé
un laboratorio de bacteriologia, equipado con ins-
trumentos adquiridos por él de Paris, al que llamé
Laboratorio Pasteur. En agosto del mismo afo se
iniciaron las gestiones para crear “un instituto donde
se pudieran realizar estudios bacteriolgicos en la
forma en que Louis Pasteur lo habia hecho en Fran-
cia”. El Instituto, en este caso dependiente comple-
tamente de la Gobernacion del Estado Zulia, fue inau-
gurado oficialmente el 6 de febrero de 1897.%
Helimenes Finol se encargaria de la seccidn de Bac-
teriologia, y Lépez Baralt de la de Seroterapia. Aun-
que tuvo una existencia efimera —funciond proba-

de vacunacién en todo el territorio de la Repablica; y atento
aque es indispensable poseer para el efecto la cantidad
de linfa vaccinica suficiente y un instituto de caracter na-
cional y permanente que la produzca, dotado y atendido
debidamente, ya que el instituto Pasteur es una Sociedad
Civil formada por particulares como consta de comunica-
cion oficial que ha dirigido su Director a este Ministerio y
publicada en el periddico El Tiempo, ha tenido a bien dis-
poner la creacién de un Instituto Jenner, dedicado al es-
tudio de la Microbiclogia®, Y con fecha 17 de noviembre
de 1898 se reglamenta al anterior Instituto, contemplan-
dose entre sus propdsitos los siguientes: a) Elaboracién
de linfa vaccinal; b) preparacién de sueros antitetanicos,
antidiftérico, antiestreptoccicos y antivenenosos v la in-
.yeccion antirrabica, c) el estudio de la microbioclogia en
+ “8us diversas ramas; d) la vacunacién gratis. Se fija el
personal: Director, Preparador, v Sirviente. Lo firma: B.
Mosquera (Ministro de Instruccién Plblica).

35.El 25 de agosto de 1896, Rafael Lépez Baralt y Ma-
nuel Dagnino se dirigieron al Gobernador del Estado
para proponer la creacion de un instituto destinado a
los estudios bacterioldgicos, y a la fabricacion de sue-
ros y vacunas. El Instituto funcioné en el local del An-
fiteatro anatémico anexo al Hospital de la Chiquinquira.
Tanto la dotacidn instrumental, como el mantenimien-
to estuvieron a cargo de la Tesoreria General de Ren-
tas del Estado Zulia.



blemente hasta 1901— el Instituto desplegd activi-
dades en investigacion, docencia, y asistencia so-
cial.®®

La existencia y el desarrollo de estas dos institu-
ciones pioneras de la investigacién en Bioanalisis
estuvo siempre amenazada por los abruptos y fre-
cuentes cambios de gobierno. El triunfo del General
Cipriano Castro,* al frente de la revolucion Liberal
Restauradora, finalizando el siglo, introdujo cambios
en la estructura del poder politico. Lépez Baralt pasé
a ocupar cargos importantes en el gobierno central,
separandose del Instituto, mientras que Finol, al fren-
te de un movimiento regionalista, seria reducido a
prisién en 1900. El Instituto Pasteur de Maracaibo
desaparecera a comienzos de siglo. Dominici, por
otra parte, seria nombrado Rector de la Universidad
Central de Venezuela, pero se veria obligado a re-
nunciar a comienzos de 1901, alejandose del apoyo
que habia ganado del nuevo Presidente. A comien-
Zos de 1902 estalla la revolucion Libertadora contra
el gobierno de Castro, encabezada por el general y
banquero Manuel Antonio Matos, apoyado por inte-
reses econdomicos europeos. Dominici que era par-
tidario de los ideales de Matos tomé filas en el movi-
miento, siendo nombrado Médico Cirujano del Ejér-
cito Libertador, y al fracasar el movimiento armado
emprende, junto a un nutrido grupo de la élite inte-
lectual, el camino del exilio, para radicarse en Euro-
pa vy los Estados Unidos y no regresar al pais hasta
1936.* En ausencia de quien fue su promotor y Uni-
co director cientifico, el Instituto comenzd a declinar
hasta su cierre definitivo en 1902,

Durante su corta existencia el Instituto Pasteur
de Caracas, y también el de Maracaibo dejaron

36. Texto inspirado”, y notas tomadas del trabajo de Maria
Estela Portillo “El Instituto Pasteur de Maracaibo” publi-
cado en: Las Instituciones Cientificas en la Historia de
la Ciencia en Venezuela. Fondo Editorial Acta Cientifica
Venezolana.

37.Cipriano Castro toma el poder al frente de la revolu-
cién Liberal Restauradora, en octubre de 1899, tras el
derrocamiento del general Ignacio Andrade.

38 Dominici se exilia en Francia, luego es nombrado por
el Gobierno encabezado por J. V. Gdmez Ministro Ple-
nipotenciario de Venezuela en Washington. Renuncia-
ra en 1924, cuando el dictador nombra a su hermano
y a su hijo como Vicepresidentes de la Republica, ar-
gumentando que “Semejante eleccién para asombro
de la América republicana es una demostracion de un
régimen dinastico”. Se residencia en Paris, y desde
alll apoyara al Libertador contra Gomez. Regresa en
1936, a la muerte del dictador, y es nombrado Minis-
tro de Sanidad y Asistencia Social, dura sdlo siete me-
ses al frente del Ministerio.

39. Gaceta Médica de Caracas. Tomo IV Nros. 15, 16, 19y
20 de 1896.
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imborrable huella en el desarrollo de la biomedicina
en Venezuela. Antes de la creacién del Instituto Pas-
teur de Caracas no se cultivaba la microbiologia
coOmo una ciencia, ni se hacia uso de sus aplicacio-
nes. La ensefanza teodrica se realizaba en la Cate-
dra fundada por J. G. Hernandez. A través del Insti-
tuto se introdujo al pais, con fines de diagnéstico, la
primera coleccion completa de gérmenes conocidos,
y se organizaron los primeros cursos de Bacteriolo-
gia practica. Algunas de las lecciones, dictadas por
Dominici, fueron publicadas en la Gaceta Médica de
Caracas,® contribuyendo a la formacién del primer
contingente de microbidlogos. Rafael Rangel fue uno
de los primeros en participar y colaborar en esta
actividad. En el campo de la produccion de vacunas
le toca el mérito de haber producido —a un afo de
su instalacion— la linfa vaccinal por la inoculacidn
del virus en terneras libres del bacilo de la tubercu-
losis.*® En abril de 1897 inaugurd un servicio gratui-
to de vacunacién antivariélica, y durante la epide-
mia de viruela de 1898 produjo linfa en cantidad su-
ficiente para su distribucién y aplicacién en casi to-
dos los Estados de la Repiiblica, contribuyendo enor-
memente a controlar el brote epidémico. Aunque
—por falta de recursos— el suero antidiftérico de
Roux no llegd a ser producido en el Instituto, lo im-
portaba y aplicaba, a solo cinco meses del inicio de
su produccion en Paris. Lograron cultivos puros del
microbio del tétano (Clostridium tetan)), prepararon
la toxina tetanica, e iniciaron los trabajos para pro-
ducir el suero.*" En lo que se refiere a la difteria,
lograron aislar bacilos puros de Corynebacterium
diphtheriae.*® Su contribucidn en el campo de la in-
vestigacion biomédica propiamente dicha no fue

40.En comunicacidn dirigida a J. M. Herrera Irigoyen,
fecha 14 de.enero de 1896, y publicada en "El Cojo
llustrado” dan cuenta de la produccién, por primera
vez en Venezuela de la vacuna antivaridlica en ter-
neras, en |los siguientes términos: “Después de va-
rias tentativas, logramos obtener dos plstulas en una
ternera de seis meses de edad y en perfecto estado
de salud; se recogié la linfa, para inocularla en otra
ternera, obtener mayor cantidad de fluido vacuno y
ponerlo a la disposicion del pablico”.

41. Es el primer reporte de cultivo de un organismo anaerobio

en Venezuela.

42. No hay clara evidencia de este hecho. En la misma co-
municacién de la nota 40 reportan: “...hemos obtenido
bacilos puros después de numerosos cultivos, aunque
nos hemos tropezado con el inconveniente de no poder
sostener la estufa a una temperatura constante por falta
de presion de gas; asi que no ha sido posible obtener
todavia el suero antidiftérico. Aunque yainstalada la planta
electrica del Encantado, la luz eléctrica llegara al centro
mucho mas tarde.
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menos importante. Se destacan el inicio de los estu-
dios de nuestra patologia, entre ellas la anemia tro-
pical, y la aplicacién de los métodos curativos y pre-
ventivos modernos. De alli saldran lineas de investi-
gacién como la que mas adelante seguira Rangel
en el Laboratorio del Hospital Vargas.®

Podemos afirmar que los propositos, servicios y
realizaciones de los institutos Pasteur de Caracas y
Maracaibo contribuyeron significativamente a cam-
biar la ensefianza y practica de la medicina nacio-
nal. Estos institutos sirvieron de medio de vincula-
cidn, y de comunicaciéon con las corrientes trans-
formadoras de la medicina basada en el conocimien-
to cientifico. El Instituto Pasteur de Caracas fue la
primera institucidn creada en la Republica que inclu-
yO entre sus objetivos la realizacién de investigacion
“puramente cientifica”, sobre problemas que afec-
taban la salud del venezolano, y que dio pruebas
visibles de que tal actividad podia realizarse, a pe-
sar de la ignorancia reinante en la poblacion, de la
resistencia de la academia al cambio, y de la move-
diza situacion politica.

Como era predecible en un medio donde la frac-
tura de las instituciones es la norma, y frente atanta
adversidad, no resultaria posible que la utopia se
convirtiera en realidad irreversible. El cultivo de una
actividad como la investigacion cientifica, que no te-
nia antecedentes ni sequidores idéneos en el pais
demandaba —como demanda aldn hoy— mayor
atencidn. Es asi que al separarse —por razones po-
liticas— quienes gestaron estas noveles institucio-
nes, quedaron a merced de sus detractores, quie-
nes en funciones de gobierno, en lugar de consoli-
dar su accion asignandole presupuestos adecuados
y reforzando sus cuadros cientificos, optaron por res-
tarle importancia, negarle auxilio econdmico, y ace-
lerar su desaparicion, pero la necesidad de contar
con instituciones como el Instituto Pasteur de Cara-
cas habia enraizado profundamente en nuestro me-

dio académico. Las ideas, propésitos y experiencias ¢

43. La.Junta Administradora de los Hospitales fundg, por ini-
ciativa y sugerencia de J. P. Tamayo, el Laboratorio del
Hospital Vargas, el 1 de febrero de 1902. Rafael Rangel
es nombrado Director el 18 de febrero del mismo afio. Al
comienzo contd con pocos equipos, pero rapidamente lo-
gra el apoyo del Presidente Castro —y en ausencia de
otras instituciones de la misma naturaleza (el Instituto
Pasteur estaba en vias de desaparecer)— se convertiria
—qgracias a la extraordinaria labor desplegada por

o4

que dejé en su corta existencia fueron retomadas
—una y ofra vez— en propuestas y programas a o
largo del azaroso y lento proceso de modernizacion
del pais. El Laboratorio del Hospital Vargas, funda-
do antes de la total desaparicion del instituto Pas-
teur, y dirigido por Rafael Rangel, discipulo de
Hernandez y Dominici fue heredero legitimo de ese
primer intento de institucionalizacion. Mas tarde los
laboratorios que funcionaron en la Sanidad Nacio-
nal, que emergieron durante la dictadura de Juan
Vicente Gémez, vy el Instituto Nacional de Higiene,
fundado poco tiempo después de la muerte del dic-
tador, representan de alguna manera la natural con-
tinuidad de esa propuesta. Pero, ...jcuanto esfuer-
zo y tiempo desperdiciados! Bien distinta seria Iz
historia si en lugar de la tradicional postura de los
politicos en el poder, que en creativo juego se re-
crean reinventando lo que ya ha sido inventadc.
dedicaran su esfuerzo a revisar criticamente —sir
apasionamiento o clientelismo politico— las institu-
ciones y sus trayectorias, y le brindaran firme y de-
cidido apoyo.

Los tiempos han cambiado. Hoy tenemos unsz
pequefa pero robusta comunidad cientifica, y nc
pocas instituciones dedicadas al cultivo de diferer-
tes disciplinas cientificas, incluidas aquéllas que s=
iniciaron alrededor del Instituto Pasteur de Caracas
Pero, hoy como ayer, la estabilidad y continuidad c=
los programas de investigacion y desarrollo, incluk-
da la formacion de recursos humanos esta de nus-
vo en peligro. Necesitamos algo mas que los ex-
guos presupuestos que tradicionalmente asignan los
Ministerios de Sanidad y de Educacion, y en gens-
ral el Estado venezolano, a algunos centros de ir-
vestigacion ligados a los servicios de salud publicz
Necesitamos reactivar, e iniciar nuevos programas
de investigacion basica y de aplicacion dirigidos 2 =
solucién de problemas de salud propios de nuesir:
medio. No permitamos que se derrumbe lo que po-

tan dificiles caminos hemos logrado construir.

Rangel— en un centro no solo de servicios para el Hoso-
tal, sino de investigacion activa en el campo de ‘=
parasitologia. Nunca antes en la historia un solo centr:
recibid tanta ayuda material del gobierno. Coincidimos cor
Roche cuando afirma que “...el Instituto Pasteur fus =
directo precursor del Laboratorio del Hospital Vargas. |
sin la menor duda, inspird a Rangel en sus objetivos v =
direccion general de sus investigaciones”.
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1. DEFINICION:

La diabetes mellitus define un grupo heterogéneo
de desérdenes caracterizado por hiperglicemia cré-
nica asociada a una accion insulinica inadecuada,
aunque es definida en términos de elevacion de los
niveles de glucosa sanguinea, la falta de accion
insulinica resulta en maltiples dafios metabdlicos,
endocrinos y hematologicos, los cuales pueden ser
importantes en la patogénesis de la enfermedad y
sus complicaciones, pero que usualmente mejoran
cuando se controlan los niveles de glucosa. Ade-
mas, la diabetes mellitus tiene una marcada tenden-
cia a desarrollar formas relativamente especificas
de enfermedad renal, ocular, neurclogica 'y cardio-

vascular. La frecuencia de la diabetes mellitus oscila: -

entre el 3 y el 5% de la poblacidn('#).
2. REGULACION DE LA GLUCOSA SANGUINEA:

Cuando ingresa alimento a nuestro organismo,
los carbohidratos son transformados por medio de
las enzimas digestivas en glucosa, la cual es absor-
bida y utilizada por nuestros tejidos. La principal hor-
mona secretada en esos momentos es la insulina,
yva que ésta se encarga de facilitar la captacion de
glucosa, su utilizacion para la producciéon de ener-
gia y su depdsito en forma de glucégeno, a nivel de
los tejidos sensibles a su accion, principalmente hi-
gado y musculo. Aproximadamente dos horas des-
pués de comer, este proceso ha culminado y los ni-
veles de insulina disminuyen, mientras que los de

26

las hormonas contrarreguladoras, (glucagon, cortisc
y catecolaminas) aumentan, con la finalidad de de-
gradar el glucdgeno almacenado y garantizar un n'-
vel de glucosa sanguineo adecuado para la funcicr
del sistema nervioso central y en general de todes
los tejidos del organismo, durante los estadios post-
absortivos (2 horas postprandial hasta la proximz
comida) y de ayuno (toda la noche). Otras acciones
importantes de la insulina son un efecto anabdélicc
mediante el cual se favorece la captacion de amincz-
cidos; un efecto lipogénico, evitando asi la produc-
cién de acidos grasos libres; y una inhibicion de =
cetogénesis, es decir, de la formacién de cuerpcs
cetdnicos. Las hormonas contrerreguladoras tiens-
los efectos contrarios.(®)

En la diabetes mellitus, la falta de accién insulinicz

-y en consecuencia, el predominio de accion de (23

hormonas contrarreguladoras conduce a que la gle-

" cosa que ingresa con los alimentos no pueda s=

utilizada, y a que la produccion hepatica de ella esi=

- “aumentada, de manera que la glucosa en sangre 2

eleva. Normalmente la glucosa es filtrada en su iz-
talidad a nivel renal, perc igualmente es reabsorbicz
a nivel tubular por un mecanismo que es saturab'=s
Cuando la cantidad de glucosa filtrada excede =
capacidad de reabsorcion tubular, aparece glucc-

. suria, lo cual sucede cuando el nivel de glucosa sar-

guinea excede los 200 mg/dl. Dicha glucosuria cor-
duce a diuresis osmética, y en consecuencia, a ps-
dida elevada de aqua y electrolitos, que, junto a otras
alteraciones metabdlicas como el catabolismo pre-
teico acelerado, son los procesos que finalmen:=



producen las manifestaciones clinicas tipicas de dia-
betes mellitus, a saber: poliuria, polidipsia, polifagia
y pérdida de peso.(*)

Como se observa, en la diabetes mellitus se pre-
sentan sintomas clinicos sélo cuando ya existe una
alteracion importante del metabolismo de los carbo-
hidratos, por lo cual, tanto para el diagnéstico, como
para el seguimiento del tratamiento y la prevencion
de las complicaciones crénicas de la enfermedad,
es necesario el apoyo del laboratorio con el objetivo
de descubrir y controlar la diabetes adecuadamen-
te.

3. Clasificacién de la Diabetes Mellitus, de acuerdo
a la Organizacién Mundial de la Salud, 1985:(%)

A. Clases Clinicas:
i. Diabetes Mellitus:

i. Diabetes insulino-dependientes (l)
2. Diabetes no insulino-dependiente (1)
a) Sin obesidad
b) Con obesidad

3. Diabetes relacionada con malnutricion

a) Pancreatica-fibrocalculosa
b) Asociada a deficiencia proteica

4. Otros tipos de Diabetes relacionados con
ciertos estados y sindromes (secundaria):

— Enfermedad del pancreas

— Enfermedad de etiologia hormonal

— Procesos provocados por medicamentos o
agentes quimicos

— Anomalias de la insulina o de sus receptores

— Ciertos sindromes geneticos

— Otros procesos

Il. Disminucién de la tolerancia a la glucosa
a) Sin obesidad
b) Con obesidad
c¢) Asociada con ciertos estados y sindromes

Ill. Diabetes mellitus del embarazo

B. Clases de riesgo estadistico (individuos con tole-

rancia normal a la glucosa pero considerablemen-
te predispuestos a la diabetes)

1) Anomalia previa de la tolerancia a la glucosa
2) Anomalia potencial de la tolerancia a la glucosa
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La diabetes tipo | es caracteristica de gente jo-
ven (<30 afios), aungue puede desarrollarse a cual-
quier edad; resulta de una destruccién autoinmune
de las células beta de los islotes de Langerhans, en
personas con una predisposicion genética. La hiper-
glicemia y en consecuencia, la manifestacion de la
enfermedad, sucede cuando la masa de células beta,
productoras de insulina, es reducida en un 80 a 90%.
Como es debida a una falla absoluta de la produc-
cién de insulina, puede conducir a deshidratacion
importante, sobreproduccion de cetonas y cetoacido-
sis diabética, que es la complicacién aguda mas fre-
cuente de esta patologia; en estos casos, sila admi-
nistracién de fluidos y la terapia con insulina no es
iniciada rapidamente el desenlace puede ser fatal.
Generalmente se presenta con el antecedente de
poliuria, polidipsia, pérdida de peso y debilidad. Su
incidencia es de 15 en 100.000 por afio en menores
de 20 afios (1 caso nuevo por cada 7.000 nifios por
afo) y representa solo el 10% de todos los casos de
diabetes. Rara vez necesita prueba de tolerancia a
la glucosa para diagnosticarse.(®)

La diabetes tipo Il es comunmente de personas
mayores (>30 afios) y frecuentemente esta asocia-
da con obesidad; hay un fuerte elemento de resis-
tencia a la insulina en su etiologia, aunque también
alguin grado de falla de las células beta esta implica-
do, ya que una masa de células beta sanas puede
mantener normoglicemia a costa de hiperinsulinemia.
Por lo general son resistentes a la cetosis y pueden
estar asintomaticos o poco sintomaticos por varios
afios antes de descubrirse la enfermedad. Mo son
dependientes de insulina, aunque con frecuencia
puede usarse como terapia.(®)

La diabetes asociada a malnutricion se presenta
en la adolescencia o en el adulto joven con historia
de malnutricion cronica; generalmente se encuentra
en regiones tropicales; la cetosis no se desarrolla y
hay resistencia a la insulina.(¥)

La diabetes mellitus secundaria, resulta de va-
rios procesos, como son: destruccion pancreatica
(pancreatitis cronica, trauma, cirugia o hemocro-
matosis) y de insulino-resistencia. Esta Gltima es vista
cominmente como consecuencia del uso de medi-
camentos (tiacidas, corticosteroides, difenilhidan-
toina, estrogenos sintéticos, progestagenos, B-
bloqueadores, acido nicotinico, agentes psicoaclivos
o simpaticomiméticos) o por cantidades excesivas
de hormonas hiper glicemiantes como en el sindrome
o la enfermedad de Cushing (exceso de cortisol),
acromegalia (exceso de hormona de crecimiento),
feocromocitona (exceso de catecolaminas), hiper-
aldoteronismo primario (exceso de mineralocorti-
coides) o glucagonoma (exceso de glucagon). Tam-
bién se incluyen agui las anormalidades del recep-
tor de la insulina, donde, si la resistencia a la insulina
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no es compensada con un incremento sucede en la
secrecion de la misma, llevara a la diabetes mellitus
clinica, como en la acantosis nigricans y sindromes
genéticos como distrofias musculares, corea de
Huntington, ataxia telangiectasia, ataxia de Friedrich,
etc.(2)

La disminucion en la tolerancia a la giucosa es
un estado intermedio de alteracion entre la normali-
dad y la diabetes mellitus franca. Puede ser diag-
nosticada solo por una prueba de tolerancia oral a la
glucosa; su importancia radica en que existe un ries-
go incrementado de enfermedad macrovascular,
aunque no de lesiones microvasculares, y en que el
4% por ano progresa hacia una diabetes franca. Se
cree que la hiperinsulinemia secundaria a la toleran-
cia ala glucosa alterada, puede incrementar la sus-
ceptibilidad para enfermedad cardiaca isquémica o
cerebrovascular; aunque esto aun no esta comple-
tamente claro, hay algunas evidencias sugestivas
de un mecanismo subyacente para tal relacién causal
(intolerancia - enf. macrovascular). Se debe reco-
mendar a estos sujetos mantenerse delgados, ha-
cer ejercicio y reducir otros factores de riesgo car-
diovascular.*?)

La diabetes gestacional o del embarazo, se re-
fiere a la diabetes que se desarrolla durante el em-
barazo. Si no se controla cuidadosamente, se pue-
de asociar con hipoglicemia neonatal y macrosomia.
Alrededor del 70% de estas mujeres normalizaran
su tolerancia a la glucosa despues del parto, pero el
resto puede permanecer diabéticas o desarrollar la
enfermedad a corto plazo. Se les recomienda tam-
bién permanecer en su peso ideal y hacer ejercicio
fisico moderado.(® )

La previa anormalidad en la tolerancia a la
glucosa, se refiere a aquellas personas que tienen
una tolerancia normal en el momento de su evalua-
cidn, pero con un antecedente de haber sufrido;una
diabetes transitoria, una disminucion de la toleran-
cia a la glucosa o una diabetes gestacional. Esta
alteracion previa del metabolismo hidrocarbonado

pudo haber sido producto de una obesidad anterior,

de un medicamento hiperglicemiante, de un stress
muy importante, etc.

La potencial anormalidad de la tolerancia a la glu-

cosa, se encuentra en personas que nunca han te-
nido alteraciones en la tolerancia a la glucosa, pero
que tienen un mayor riesgo de desarrollarla que la
poblacién general, por tener familiares cercanos con
diabetes, ser obesos, tener antecedentes de hijos
macrosomicos, tener un gemelo idéntico diabético,
presencia de anticuerpos antiislotes (ICA), etc. (2).
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4.-DIAGNOSTICO:
DIABETES MELLITUS EN EL ADULTO:

Hasta hace algin tiempo, el método mas comur
de deteccion de la diabetes consistia en la invest-
gacion de glucosa en orina, sin embargo hoy sabe-
mos que, aunque la glucosa puede encontrarse er
la orina de la mayoria de los casos graves de diabe-
tes, con frecuencia no se encuentra en las formas
mas leves de la enfermedad, por lo cual no es Iz
mas adecuada como método diagnéstico.

Actualmente la diabetes mellitus puede diagnos-
ticarse en las siguientes formas:

1. Diagnéstico basado en sintomas y signos tales
como sed intensa (polidipsia), mayor volumen as
orina (poliuria), apetito aumentado (polifagia), per-
dida de peso inexplicable acompanados de unz
glicemia al azar elevada (mayor o igual a 200 ma
dl).

2. Diagndstico con dos glicemias en ayunas mayoc-
res de 140 mg%, en un paciente con o sin sinic-
mas tipicos. Esta forma de diagnéstico no &=
aceptada por la OMS, pero si por otros grupos
de estudio de diabetes mellitus como es el Grup<
Nacional de Diabetes (USA). Los valores ds
glucosa aceptados mundialmente son aquéllos
realizados en plasma con métodos enzimaticos
Esto se debe a que la concentracion de glucosz
varia de acuerdo al tipo de muestra, ya que er
sangre capilar obtenemos valores mayores qus
en la venosa, y en el plasma hay valores que son
un 10% méas altos que en sangre completa. £
valor normal de glucosa plasmatica, medida por
meétodos enziméaticos en ayunas es de 90+25 mg°©-
y es la primera determinacidn a realizar cuancc
se sospecha diabetes mellitus.

3. Diagnéstico con una prueba de tolerancia oral =
la glucosa (PTOG) alterada, donde se demues-
Ire una glicemia a las 2 hs. post-carga de glucosz
mayor o igual de 200 mg/dl (Cuadro N2 1; Fig. N*
1); la Asociacion Americana de Diabetes exigs
ademas un punto intermedio de la prueba (30
60’ & 90°) tambiéen mayor de 200 mg/dl. La PTOG
debe realizarse en la mafnana, después de tres
dias de una dieta libre de restricciones (mas ds
150 g de carbohidratos por dia) v de actividac
fisica normal, esto con el fin de estimular 2
pancreas para la secrecion adecuada de insulinz
y evitar asi falsos positivos en la prueba. Estarz
precedida de un periodo nocturno de ayuno ce
10 a 16 horas durante el cual podra tomarse aguza.
Se registrara la presencia de factores que influ-
yen en la interpretacién de los resultados (medi-
camentos, inactividad, etc.). Debe evitarse el rea-



lizarla cuando el sujeto esta sometido a una si-
tuacion de stress, como es hospitalizacion o en-
fermedad aguda. Despues de obtenida la mues-
tra de sangre en ayunas, se dan 75 g. de glucosa
(o hidrolizados parciales de almidén con un con-
tenido equivalente de carbohidratos) en 250-300
ml de agua en el curso de 5 minutos. Es preciso
recoger la muestra de sangre 2 horas después
de administrar la sobrecarga de glucosa; si se
considera apropiado, también pueden tomarse
muestras cada media hora durante este perio-
do.(")

Esta prueba esta indicada cuando: a) la glucosa
plasmatica en ayunas esta en los limites (115 a 140
mg/dl); b) la glucosa plasmatica en ayunas es nor-
mal pero el paciente tiene sintomas compatibles con
una complicacién de diabetes (retinopatia, neuro-
patia, nefropatia, macroangiopatia, hipertriglice-
ridemia, etc.); c) la glucosa plasmatica es normal en
ayunas, pero el sujeto tiene factores de riesgo de
diabetes como la obesidad, antecedentes familiares
de diabetes, hijos macrosémicos, etc. Se debe se-
fialar que glicemias en ayunas o al azar por debajo
de 100 mg% hacen improbable el diagnéstico de dia-
betes, aunque hay ciertos casos donde se eviden-
cia hiperglicemia sélo en estado post-prandial.(®7)

La PTOG no es la ideal para realizar el diagnosti-
co ya que su reproducibilidad es baja y tiene un alto
coeficiente de variacion (25%) en la muestra de 2
horas post-carga, sin embargo, es la aceptada como
método de diagnéstico. (%)

DIABETES MELLITUS EN EL NINO:

La diabetes en el nino se presenta generalmente
con sintomas graves, por lo que el diagndstico se
confirma sin demora midiendo la glucosa sanguinea,
y el tratamiento se inicia de inmediato a fin de dete-
ner una evolucion fatal. Esta forma de presentacion
denominada cetoacidosis diabética, requiere un se-
guimiento estrecho tanto clinico como de laborato-
rio: glicemias para determinar el grado de severidad
de la hiperglicemia repetidas cada 1 6 2 horas para
conducir la terapia con insulina; gases arteriales para
determinar la intensidad de la acidosis metabdlica y
decidir sobre la necesidad de administrar bicarbo-
nato de sodio; electrolitos para hacer seguimiento
de los niveles de sodio vy sobre todo de potasio en
sangre; cetonas en sangre y orina para asegurar el
diagndstico de cetoacidosis diabética y para seguir
la evolucion del tratamiento. En este caso la PTOG
no es necesaria ni apropiada. Sin embargo, un pe-
quefio numero de nifios y adolescentes presentan
sintomas ‘menos graves y puede ser necesario re-
currir a la PTOG para diagnosticarlos. La carga de
glucosa a administrar en ellos es de 1,75 g de
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glucosa/kg de peso hasta un total de 75 g. La inter-
pretacién es igual a la de los adultos. En los nifios
no se utiliza como forma de diagnéstico la determi-
nacion de dos glicemias en ayunas =140 mg%, sino
que debe acompanarse por una curva de folerancia
a la glucosa con criterios de diabetes mellitus.(* %)

Es indispensable estar plenamente seguros del
diagndstico. Los requisitos para confirmar el diag-
nostico de diabetes en un paciente que tiene sinto-
mas graves e hiperglicemia muy elevada seran dis-
tintos de los necesarios en un paciente asintomatico
cuya glicemia apenas rebasa el limite establecido
con fines de diagnéstico. En este Ultimo caso, con-
viene obtener al menos otro resultado cuyo valor
esté dentro de la escala de diabetes, ya sea en una
muestra aleatoria o en una PTOG.(?)

Generalmente no hay pruebas de rutina disponi-
bles para diferenciar diabetes tipe | y ll, sino que se
clasifican por las manifestaciones clinicas, edad y
presencia o no de cetonas en orina.

DISMINUCION DE LA TOLERANCIA
A LA GLUCOSA

El estado de disminucién en la tolerancia a la
glucosa (DTG) se define como una respuesta
glicémica a la sobrecarga habitual de glucosa que
se sitla entre la respuesta normal y la diabética y
por consiguiente, sélo puede determinarse median-
te la PTOG. Se diagnostica cuando a las 2 horas
post-carga de glucosa se encuentra glicemia entre
140 y 200 mg/dl (Cuadro N®° 1). La definicion de DTG
sustituye los términos de diabetes limitrofe, pre-
diabetes o diabetes quimica que se usaban con an-
terioridad. Ademas de las recomendaciones ya men-
cionadas, es necesario repetir la PTOG cada ano
para determinar si este paciente se hizo diabético,
si continué con la DTG o se normalizo. Muchas ve-
ces al cambiar el estilo de vida (sedentarisma), al
lograr su peso corporal ideal, o al descontinuar al-
gin medicamento’ hiperglicemiante, estas personas
pueden normalizar su tolerancia a la glucosa.(®)

DIABETES GESTACIONAL

El diagnéstico es complicado por el efecto del em-
barazo normal sobre la tolerancia a la glucosa, que
produce niveles de glicemia en ayunas mas bajos
que en la no embarazada pero mas altos después
de una sobrecarga de glucosa.

La diabetes del embarazo es una categoria apli-
cable Onicamente a las mujeres en las que se des-
taca por primera vez intolerancia a la glucosa du-
rante el embarazo. Es necesario hacer una reclasi-
ficacion después del parto. En el informe sobre la
segunda reunién del Comité de Expertos de la OMS
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en Diabetes Sacarina(?) se recomendd que los pro-
cedimientos vy criterios de diagnosticos relativos a la
embarazada deberian ser iguales a los propuestos
para todos los adultos. Se recomendd ademas que
el tratamiento de la DTG durante el embarazo fuera
el mismo de la diabetes. Tal recomendacion es dife-
rente a la del Grupo Nacional de Diabetes (USA),
quienes proponen mantener los criterios de
O'Sullivan, los cuales se han usado hasta ahoray se
basan en una carga de 100 g de glucosa y determi-
naciones de glicemia por tres horas:

Basal: 105 mg%
1h: 190 mg%
2h: 165 mg%
3h: 145 mg‘?fn

Dos valores por encima de éstos hacen diagnos-
tico de Diabetes Gestacional.

Varios paises han adoptado ya las recomenda-
ciones formuladas por la OMS, sin embargo, la ulte-
rior normalizacion internacional de los criterios diag-
nosticos de la diabetes del embarazo puede consti-
tuir la base de estudios prospectivos sobre la salud
de las madres y de sus hijos. Recientemente se ha
reportado en un estudic en mujeres embarazadas,
que niveles de glicemia de 135% a las dos horas de
'na carga de 75 g de glucosa deben ser aceptados
como normales para mujeres en el segundo trimes-
tre y de 170 mg% en el tercer trimestre.(’) Otro es-
tudio demuestra que niveles de glucosa por debajo
e 180 mg% 2 hs después de 100 g de glucosa, o
de 160 mg?, una hora después de una carga de 50
g. no se asocian con riesgo neonatal incrementa-
do.(*) En este sentido, el empleo de los criterios de
la OMS permite determinar mas especificamente el
efecto de grados menores de intolerancia a la
glucosa en la salud maternoinfantil, ya que conside-
ra tanto la DTG como la diabetes franca (valores de
glicemia mayores o iguales de 140 mg% 2 horas

post-carga, vs 165 y 145 mg% a la seqgunda y terce- .

ra hora post-carga en los criterios de O'Sullivan).

El descarte de diabetes del embarazo se debe

realizar a todas las mujeres embarazadas entre las

24-28 semanas de gestacion, principalmente en’ -

mujeres mayores de 24 arios de edad, en las cuales
la prevalencia de esta alteracién es mayor.("23)

PRUEBAS NO GLICEMICAS EN EL DIAGNOSTI-
CO DE LA DIABETES MELLITUS:

Algunas mediciones «no glicémicas» pueden ser
utiles para definir subclases y determinar los meca-
nismos de la diabetes. Dentro del marco del diag-
nostico y de la clasificacién, estos indices pertene-
cen a dos grupos:
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1. Indices del grado de afectacion de las células
beta: que comprenden mediciones de la secre-
cién de insulina, proinsulina y péptido C, tanto er
condiciones basales como en respuesta a unz
estimulacién. Recientemente se ha observado qus
los diabéticos tipo |, presentan una respuesta re-
ducida de la primera fase de secrecién de insulinz
a glucosa endovenocsa (EV), antes de manifesiz-
la enfermedad, por lo que se considera un hallaz-
go premonitorio de la misma. En los casos qus
reciben insulina exdgena, la determinacién ds
peptido C, sustancia que es producida junto co
la insulina a nivel de las células beta del pancreas
es un indicador de la actividad secretora d=
insulina.

Si al realizar la PTOG, se mide también la curvz
de insulina, se puede demostrar que para un nive
normal de glucosa en ayunas y post-carga, se ns-
cesita cierta cantidad de insulina, que no debe 2x-
ceder, en ayunas de 15 mlU/ml y post-carga de 10°
mU/ml (fig.2); igualmente se muestra en los cascs
de DTG o en los primeros anos de diabetes mellitus
tipo Il que para mantener los niveles de glucosa sa™
guinea, son necesarias mayores cantidades c=
insulina que las normales, lo cual refleja resistencs
periférica a la insulina (fig. 3); finalmente, en los c=-
sos de diabetes mellitus tipo 1 0 en las etapas posi=
riores de la diabetes tipo Il se observan glicemizs
elevadas con una deficiencia franca de insulina (72
4),(510)

2. Indices del proceso diabetégeno: incluysn =
caracterizacion de tipos y subtipos de antigencs
del sistema mayor de histocompatibilidad (HL-
la presencia, el tipo y el titulo de los anticuerpcs
circulantes contra los islotes del pancreas y otrzs
células endocrinas; la demostracion de inmun-
dad celular contra el pancreas; la demostracics
de secuencias especificas de ADN en el geno—=
humano v la demostracion de enfermedac=s
pancreaticas u otras enfermedades endocrinas. -
Hay esperanzas del posible diagnéstico de ¢ =

betes mellitus antes del inicio de la enfermeda=
sobre todo para la tipo |, la cual se ha asociado cor
los antigenos de histocompatibilidad HLA DR3 y D==
los cuales pueden jugar un papel en la patogénss=
de la enfermedad. Recienternente, la alta prevalenc=
de un aminoacido particular en la posicién 57, soor=
la cadena beta-DQ del antigeno HLA, en personz=s
con diabetes mellitus insulino-dependiente, ha s
gerido que este efecto sobre la estructura terciz==
de la molécula pueda ser importante en su recon:
cimiento por el sistema inmune y su activacos
subsecuente. El refinamiento en la identificacion ==
los hallazgos genéticos asociados con esta patoc-
gia continda.(')



Se conoce desde hace anos que [a diabetes
mellitus tipo | es de etiologia autoinmune, inicialmente
por la observacion de infiltracion linfocitica de los
islotes y luego por el descubrimiento de una varie-
dad de autoanticuerpos circulantes en pacientes con
diabetes establecida. Los mas importantes de éstos
han sido los anticuerpos de células de los islotes
(ICA), los cuales estan dirigidos contra un antigeno
desconocido (probablemente un glicolipido), presen-
te en todas las células endocrinas de los islotes; son
el marcador mas util de una futura diabetes y pue-
den preceder por varios anos a la falla de la funcién
de los islotes. Se miden en unidades JDF de activi-
dad, mediante diferentes métodos (inmunoquimicos
o inmunofluorescencia) y el riesgo de desarrollar dia-
betes aumenta en paralelo con los titulos de estos
anticuerpos.("-'#)

También se han descubierto los anticuerpos anti-
insulina (IAA), los cuales son, hasta el presente, los
Unicos dirigidos contra antigenos claramente espe-
cificos de las células beta. Ademas, el antigeno
decarboxilasa del acido glutamico (GAD) es una
enzima que se expresa en la superficie de las celu-
las beta y es reconocido por las células T citotoxicas,
teniendo asi el potencial para iniciar un proceso que
conlleve a destruccion de la célula beta.

La combinacién de ICA, IAA y una respuesta re-
ducida de la primera fase de secrecién de insulina a
la glucosa EV, pueden ofrecer una prediccion alta-
mente especifica en miembros de la familia de un
diabético tipo |, y en consecuencia, hacerlos sus-
ceptibles de terapia preventiva.(™'®)

5. TERAPIAY CONTROL DE LA
DIABETES MELLITUS

Los objetivos del tratamiento de la diabetes son los
siguientes:

1. Eliminar los sintomas de diabetes y permitir al
paciente volver a su vida activa y productiva, con
una dieta y ejercicio apropiados para mantener
peso corporal adecuado; los niveles de glucosa
elevada conllevan a una serie de alteraciones que
producen debilidad, deshidratacion, pérdida de
peso, alteracion de las defensas contra las infec-
ciones e inclusive cetosis.

2. Prevenir el desarrollo de las complicaciones de
la diabetes. Hoy dia, con los resultados del Estu-
dio sobre el Control de la Diabetes y sus Compli-
caciones (DCCT) (') ya no hay dudas de la rela-
cion entre mal control glicémico y complicaciones
cronicas de la diabetes, por lo cual, es necesario
mantener la glicemia dentro del rango mas nor-
mal posible, independientemente del tipo de dia-
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betes y del tratamiento, sea dieta y ejercicio sola-
mente, 0 asociados a hipoglicemiantes orales o
insulina. Para lograr este objetivo, no solamente
podemos guiarnos por la clinica, ya gue sabemos
que las manifestaciones se presentan cuando los
niveles de glucosa en sangre estan sumamente
elevados, mientras que las complicaciones se
evitan con un control glicémico mucho mas es-
tricto; debemos, en consecuencia, apoyarnos en
pruebas de laboratorio que reflejen el control
glicémico.

3. Detectar y evitar los factores de riesgo adiciona-
les para arterioesclerosis, tales como el cigarri-
llo, la HTA vy las dislipidemias.(*'3)

El monitoreo del tratamiento de los pacientes diabé-
ticos debe ser el siguiente:

A) Control con glicemia capilar o de laboratorio, cuya
frecuencia depende de sl usa insulina o no. Sies
un diabético tipo Il que se controla sélo con dieta,
gjercicio e hipoglicemiantes orales, es suficiente
una glicemia quincenal o mensual tanto en ayu-
nas como postprandial, sin embargo, si se trata
de un diabético tipo | o Il que usa varias dosis
diarias de insulina, son necesarias 3 64 glicemias
capilares diarias para poder realizar un ajuste de
la dosis y lograr el autocontrol. En base a los (lti-
mos hallazgos,('®) los niveles ideales requeridos
de glicemia, han cambiado, y son los siguientes:

Glicemia (ma/dl)

Preprandial 70-130
1 h Postprandial 100-180
2 h Postprandial 80-150
2-4 h Postprandial 70-120

Estos deben ajustarse al caso particular, pudien-
do ser menos exigentes en pacientes con evidencia
de cardiopatia isquémica o de hipoglicemias seve-
ras frencuentes.

B) Control de qucasL'; ria y cetonuria, sobre todo cuan-
do los pacientes diabéticos tipo | no se realizan
glicemias capilares, o cuando estas glicemias son
mayores de 250 mg/dl, con el objeto de descu-
brir una cetoacidosis diabética. Para los cuerpos
catonicos se usa la prueba con nitroprusiato
(Acetest) o de tiras reactivas (Ketostix).

C) Hemoglobina glucosilada (Hb A1) y lipido-
grama: la hemoglobina es susceptible de ser
glucosilada. La glucosilacion es una proceso no
enzimatico e irreversible que consiste en la unién
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de una molécula de glucosa a la valina terminal
de la cadena beta y a los grupos amino de las
lisinas de la cadena alfa y beta de la Hb A1. El
grado de glucosilacién es directamente propor-
cional al valor de la glucosa sanguinea. La hemo-
globina glucosilada (Hb A1) esta cargada mas
negativamente que la no glucosilada y puede leer-
se separadamente. Dentro de la Hb A1 se descri-
ben los subtipes Hb Ala, A1b y Alc, siendo la
fraccion Hb Alc mas resistente a las influencias
de temperatura y memento de toma de la mues-
tra de sangre, y por tanto, mas fidedigna como
prueba clinica.

Segun el método utilizado para la determinacion
de la Hb A1, se describen factores diferentes a la
glicemia que pueden afectar sus niveles. Con el
método de cromatografia usando microcolumnas o
de intercambio de cationes, la hemdlisis, la pérdida
de sangre y el embarazo incrementan el recambio
de glébulos rojos y causan una correspondiente re-
duccidon en la Hb A1 independientemente de la ex-
posicion glicemica. Los Tg y la bilirrubina pueden
alterar los resultados, asi, el exceso de Hb C y de
Hb S la disminuyen, mientras que el aumento de Hb
F la incrementan. Otras sustancias con capacidad
de unirse a la Hb pueden llevar a sobreestimacidn
de la glucosilacion, como se observa en pacientes
con adiccién a opiaceros, uremia, alcoholismo y al-
tas dosis de aspirina.('%'") La determinacion de la
Hb Alc debe realizarse 2 a 4 veces al afio.

En base a lo anterior, los criterios de control se-
gun las pruebas de laboratorio, se pueden clasificar
como sigue:

Control Metabdlico Excelente:

— Hb Alc: 6-7% o Hb A1: 7-9%

— Valor promedio de monitoreo de glicemia pre-
prandial: 70-120 mg/dl y postprandial: <180
mg/dl :

— No glucosuria ni cetonuria

Control Metabdlico Aceptable:

— Hb Alc: 8-9% o Hb A1: 10-11%

— Valor promedio de monitoreo de glicemia pre-
prandial: 120-180 mg/dl y postprandial: <200
mg/di

— Glucosuria intermitente

— Cetonuria rara vez

En la diabética embarazada y en la diabetes de
la gestacion, las metas son mas estrictas:
— Hb A1c: 5,5-6,5% o Hb A1 de 5,5-7%
— Valor promedio de monitoreo de glicemia pre-
prandial: 60.100 mg/dl y post-prandial: <120

ma/dL. (%)
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En relacion al metabolismo lipidico, son conoc
dos los multiples disturbios del mismo en los pac=-
tes diabéticos, lo cual es muy perjudicial, ya qus =
perfil lipoproteico alterado es un factor de r=s
adicional para la arterioresclerosis an:elerada ) o=
coz que se observa en estos pacientes. Se c===
realizar un lipidograma por lo menos una vez 2 =«
en todo paciente con diabetes, y si se encus=
alguna alteracién, debe realizarse aln con mas ==
cuencia. Cualquier dislipidemia encontrada deb= -
cibir tratamlentu apropiado, pero es cnnueme ==

-----

entre el control metabdlico y el perfil |Ip!d|r:: z
pacientes, por lo cual, la primera medida a tr.:: Mmar =
lograr el buen control gliceémico. Los niveles ics=&=
de los lipidos v lipoproteinas en los diabéticos

los siguientes: triglicéridos (Tg) <150 mg/dl; r.:c-=='..:
total (CH) <200 mg/dl; colestercl de la lipopr

de alta densidad (C-HDL) <35 mg/dl y -::ﬂ!es‘"-: =
la lipoproteina de baja densidad (C-LDL <130 ==
dl_{hi}

i
-

D} Examen clinico y paraclinico anual para la c===
cion de complicaciones: el DCCT es un estoe
multicéntrico, donde intervinieron 1.441 paces
tes con diabetes tipo |, entre 13 y 39 afos de =-=¢
quienes fueron controlados y seguidos en 25 ¢
tros de USA y Canada, desde 1983 hasta “2=C
Los pacientes fueron divididos al azaren dos o
pos, uno que recibid la terapia insulinica, o
cional y de ejercicio fisico convencional, m=—=
niendo niveles de Hb A1 alrededor de 7°
demostrd que el porcentaje de par:uentes
desarrollé retinopatia, microalbuminuria (man ==
tacién de inicio de nefropatia diabética) v n=_=
patia, fue significativamente menor en &l
de mejor control. lgualmente se demostré o= =
progresion de estas complicaciones, en agus =
pacientes que habian iniciado la alteracién ===
de ingresar al estudio, fue menor en el gruo: =

_ terapia intensiva. Estas observaciones claram="=
demuestran, que las complicaciones crénicas =
la diabetes pueden ser prevenidas con un mes
control metabdlico.('%)

En caso de que estas complicaciones no pusc=
ser evitadas, la deteccion temprana puede ps—=
un tratamiento precoz, antes de que causen =
morbilidad significativa, por lo que se recom ==
en todos los diabéticos tapﬂ Il y en aquellos dizo=s
cos tipo | con mas de 5 anos de duracion de = ==
fermedad, la realizacién una vez al ano de las o=
bas de descarte de complicaciones. Como gjs~c =
podemos mencionar que el tratamiento precoz =
rayos laser en la retinopatia, disminuye la freco=s
cia de ceguera. También es importante consic==
que la causa mas frecuente de mortalidad ==

S

_—

g
p=

W I:'|



=abéticos tipo | es la nefropatia diabética y en los
200 |l es la macroangiopatia diabética (enfermedad
sguémica coronaria), lo cual justifica plenamente su
zravencion y luego su deteccion y tratamiento pre-
20z.(1% 18, 19)

Para la deteccion de nefropatia diabética es ne-
z=saria la evaluacion una vez al ano del funcionalis-
—o renal. Uno de los cambios funcionales mas tem-
oranos es el hallazgo de hiperfiltracion renal detec-
=do por una velocidad de filtracion glomerular ma-
vor de 150 mi/min/1,73m2, el cual produce un au-
—ento de la presion intraglomerular y de la permea-
=iidad de la membrana basai glomerular, con pérdi-
-2 de minimas cantidades de alblmina por la orina,
o cual se denomina microalbuminuria. Esta se defi-
== como la velocidad de excrecién de albdmina =30
2a'min, 0 segun otros =40 mg de albimina en 24 hs.
-2 microalbuminuria es uno de los signos mas
=mpranos y facilmente detectable de inicio de
~=fropatia diabética, la cual esta en etapa silente,
=n relacion a las manifestaciones clinicas.(**) En la
—zbetes tipo I, se ha comprobade que la microal-
=uminuria también indica alto riesgo de enfermedad
—ardiovascular.('®) El hallazgo de proteinuria franca
=xcrecion de proteinas en orina 2300 mg/24 hs) y
2= disminucidn de la velocidad de filtracion glomerular
sugieren una nefropatia ya establecida, aunque los
=weles de creatinina sérica permanezcan aun den-
o del rango normal. Algunas de las causas de
oroteinuria fisioldgica, gue no tienen relacion con la
=nfermedad glomerular diabética son: el ejercicio fi-
sico, la deshidratacion, el estres, la hipertermia, la
exposicion al frio, la postura (la proteinuria ortostatica
que se presenta en el 3 a 5% de los adultos jovenes
sanos); éstas deben ser descartadas mediante el
seguimiento del paciente.()

Cuando ya esta instalada la nefropatia, debe ha-
cerse el seguimiento con la determinacién de la ve-
locidad de filtraciéon glomerular (clearance de
creatinina), la cuantificacion de proteinuria en 24
horas y el nivel de creatinina sérica. Cuando el
clearance es menor de 30 mli/min y la creatinina
sérica mayor de 8 mg/dl, debe pensarse en terapia
sustitutiva renal (dialisis o transplante renal). Las
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medidas preventivas, como el control metabélico
adecuado, son importantes antes de que la nefropa-
tia esté plenamente instalada, ya que en etapas pos-
teriores estas medidas no son efectivas. Ayuda a
disminuir la progresion de una nefropatia hacia la
insuficiencia renal, el control adecuado de la tension
arterial, evitar las infecciones urinarias e iniciar una
dieta de restriccion proteica. (32 %)

La retinopatia diabética es la causa mas comun
de ceguera en gente joven, y debido a que es preveni-
ble si la terapia comienza suficientemente tempra-
no, el diagnéstico precoz mediante un descarte re-
gular es mandatorio en toda persona post-puberal
con diabetes. Se realiza mediante el examen clinico
de oftalmoscopia mas fotografias del fondo. Cuando
sea necesario, generalmente antes de terapia con
laser, se realiza angiografia con fluoresceina. La
retinopatia pre-proliferativa y proliferativa debe ser
estabilizada con la terapia de rayos laser, antes de
que suceda cualguier complicacion (desprendimien-
to de retina, hemorragia del vitreo, etc.).(™ %)

El dafio del sistema nervioso (neuropatia diabéti-
ca) puede complicar cualquier forma de diabetes,
independientemente de su eticiogia. La base de su
deteccion es el examen fisico; luego se pueden ha-
cer otros estudios de la especialidad, tanto de neuro-
patia periferica como autonomica.('*2*) En la detec-
cion de macroangiopatia diabética también es im-
portante el examen fisico mediante la palpacion
de los pulsos arteriales periféricos, sobre todo de
miembros inferiores. Ante cualquier hallazgo se pue-
de realizar ultrasonido abdominal y doppler de miem-
bros para descubrir alguna lesion susceptible de tra-
tarse con dilatacion del vaso o angioplastia, evitan-
do la amputacién. También puede ser necesaria la
prueba de esfuerzo o el monitoreo cardiaco ambula-
torio, buscando enfermedad cardiaca isquémica asin-
tomética.(1* %)
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CUADRO No 1

VALORES DIAGNOSTICOS EN LA PRUEBA ORAL DE
TOLERANCIA A LA GLUCOSA

CONCENTRACION DE GLUCOSA
(mg/dl)
PLASMA
NORMAL
Ayunas =115
2 hs post-carga <140
DIABETES MELLITUS*
Ayunas =140
2 hs. post-carga > 200
INTOLERANCIA A LA GLUCOSA
Ayunas < 140
2 hs. post-carga 140-200

* El Grupo Nacional de Diabetes (USA) sugiere ademas un
valor intermedio (30, 60 6 90 minutos post-carga) de
glicemia =200 mg% para el diagnostico.
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Figura No. 1
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Figura No. 3
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Glicemia e insulinemia en la PTOG de sujetos con disminucién en la
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