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ESCLEROSIS SISTEMICA PROGRESIVA (ESCLERODERMIA)

Investigacién clinica sobre las alteraciones del metabolismo

intermedio de triptéfano y tirosina y la actividad terapéutica

de drogas quelantes, corticotrofina y corticoides, relaxina
( y acido lisérgico en 24 pacientes

ARTURO M. MOM, SALVADOR P. UBALTON e ISABEL DEGANO

. Servicio de Dermatologia, Policlinico de Lanus, Buenos Aires
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~ La esclerodermia es probablemente la fovma le-
' gitima de las enfermedades del colageno desde que
los tejidos mas afectados son precisamente las fi-
" bras colagenas del conectivo 1. Fibrosis y esclerosis
ocurren asociadas con grados variables de trastor-
nos obliterantes en los vasos sanguineos cutaneos
y submucosos.

Desde el punto de vista clinico la esclerodermia
(mejor llamada esclerosis sistémica progresiva des-
de que no sélo la piel estd afectada) se presenta
bajo dos formas fundamentales: localizada (o cir-
cunscrita) o sistémica o generalizada.

. La esclerodermia localizada consiste en una o
mas placas cutaneas duras (“morfea”) o atréficas,
comunmente distribuidas en bandas lineares o zo-
niformes y ocasionalmente asociadas con hemiatro-
fia. En esta forma los sintomas generales son raros
pero es frecuente la existencia de artralgias v ina-

tares musculares vagos y a veces se observa un
grado inicial del sindrome de Raynaud. La escle-
rodermia linear afecta la cara y los miembros su-
periores o inferiores en proporciones iguales.

“La esclerodermia generalizada se observa bajo
dbs tipos clinicos: la forma progresiva y la acroscle-
rasis. La primera ataca principalmente el tronco
mhientras que la cara y las manos sélo se afectan
terdiamente. La piel del tronco, brazos y muslos se
edurece e infiltra progresivameunte y aparecen
‘$ignos precoces de trastoriaos pulmonares ¥ gasiro-
‘igtestinales y la enfermedad evoluciona a la muerie
&N periodos de 1 res a . afos. El fendmeno
#¥ Raynaud es infrecuen: - < la acrosclerosic - e-
.dgminan los sintomas dc. . acrome de Raynauc on

‘148 manos, con artrals.... gque preceden mes: o
* 2% "

afios a la esclerosis 2. La piel de los dedos, muiiecas
y antebrazos se endurece y apergamina y los mo-
vimientos se vuelven gradualmente limitados y do-
lorosos. La cara aparece como una mascara pélida
amarillenta, a veces con telangiectasias y los surcos
de la expresién facial se borran. La apretura de
la boca se hace paulatinamente mas dificil hasta
que la infiltracién s6lo permite una minima sepa-
racién de los dientes, donde por radiografias denta-
les puede demostrarse un ensanchamiento de los

-espacios peridentarios. El progreso de la afeccién

produce afinamiento de los dedos, seudoartritis, ul-
ceraciones necréticas de los pulpejos y aun gangre-
nas digitales.

El 10 9 de los pacientes con acrosclerosis presen-
ta disfagia como sintoma precoz de la pérdida de
motilidad del eséfago. Las capas musculares se atro-
fian o son reemplazadas por tejido fibroso. Con. esto
el peristaltismo se hace gradualmente dificultoso y
puede ilegar a perderse el mecanismo del cardias.
La regurgitacién gastrica produce esofagitis erosiva
seguida por ulceracién y atrofia cicatrizal del seg-
mento esofagico inferior 2.

En menor proporcién se afectan el estémago, in-
testino delgaco, colon y recto, con alteraciones re-
conocibles por el estudio radioscépico que revela
la rigidez segmentaria y los contornos dentados del
tracto gastrointestinal con distorsién y pérdida de
la imagen normal de las vellosidades.

Los estudios radiograficos revelan con frecuencia
fibrosis pulmonar leve, mediana o avanzada. La
capacidad vital se reduce proporcionalmente al gra-
do de fibrosis pero el volumen residual lo hace sélo
en los pacienties con fibrosis pulmonar generalizada.
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La saturacién de oxigeno de la sangre arterial estd
disminuida segtin el grado de fibrosis y se torna
més evidente después de periodos crecientes de ejer-
cicio *.

En algunos casos se observa fibrosis intersticial
del miocardio revelable en el electrocardiograma ¢
interpretada como defectos menores de conduccion
(QRS de bajo voltaje y pequeifias anormalidades de
la onda T). Estos trastornos no son especificos pero
tomados en conjunto con el cuadro clinico completo
sugieren el ataque miocrdico del vrocesc escle-
rodérmico * °.

Las alteraciones renales glomerulares, vasculares
y tubulares son frecuentes y similares a las del
lupus eritematoso y a las de la hipertensién ma-
ligna y atn a las de la periarteritis nudosa (infartos
corticales ).

El ataque arteriolar aferente es frecuente en la
esclerodermia y raro en el lupus eritematoso. Se
observaron asas en alambre (“wire loops™) pero
no cuerpos hematoxilinicos % *.

EJ sistema endocrino sufre el impacto de la escle-
rosis sistémica progresiva especialmente en las glan-
dulas tiroides y paratiroides (que a menudo se en-
cuentran atrofiadas en la autopsia). En nuestra
serie de 24 pacientes, 6 tenian una cifra de yodo
proteico plasmatico por debajo de + gamumas %. v
metabolismo basal entre —10 y —18 %. Desde
Leriche 1 es habitual relacionar la esclerodermia
con trastornos paratiroideos y del metabolismo cal-
cico. Este importante aspecto sera extensamente
discutido en el curso de este trabajo.

Las dos formas fundamentales de la escleroder-
mia 1o se excluyen mutuamente. Ejemplos clinicos
de transformacién progresiva de esclerodermia lo-
calizada en generalizada son frecuentes™ y en
nuestro material 2 pacientes han convertido gra-
dualmente la forma en banda (pierna y muslo) en
acrosclerosis en periodos de algunos meses. Iin estos
9 casos coexistia un fenémeno de Raynaud inci-
piente con la forma, localizada origmal.

El curso de la esclerosis sistémica progresiva pue-
de ser de hasta 20 o més aiflos y detenerse es-
pontineamente. Aungue no se Conocer casos de
curacién anatémica. es comun que el cese de la
actividad coincida con la aparicidn de depésitos cal-
cicos (calcinosis cutis) en zonas esclerodérmicas *2.

La enfermedad afecta mucho mas a mujeres que
a hombres, en proporcién de 4 a 1 {en nuestra serie
90 a 1).

La causa de la ¢sclerodermia es desconocida pero
en los tltimos afios se han hecho progresos definidos
en cuanto a sus wvbables mecanizimos palogeénicos
y at se han esiuiado aspectos de la patologia bio-
quimica de iz eniermedad que permiter: un enfo-
que mas preciso dol problema y avances positivos
en la terapéutica. A estos aspectos se reflere especi-
ficamente el presente trabajo.

PRI A B ahrs,

" Objeto de este trabajo.

En 1950, Tuy y sus colaboradores ** publicaron
un estudio de balance metabdlico, con especial re-
ferencia al nitrégeno, en enfermos de esclerodermia
generalizada. Comprobaron las existencia de un
balance nitrogenado negativo con una dieta normal
de 1 g de proteinas por kilo de peso y el conside-
rable beneficio clinico obtenido en 3 a 5 meses de
dieta hiperproteica (2 a 5 g diarios por kilo de
peso). Posteriormente, en 1957-58, Price y sus co-
laboradores 1 15 ¥ 16 estudiaron el metabolismo in-
termedio de L-triptéfano y la accién de ciertas
vitaminas (piridoxina, tiamina, riboflavina, niaci-
na) como coenzimas del sistema enzimatico de
aquel aminoécido. Paralelamente el descubrimiento
de la accién de cationes activadores de las enzimas,
coenzimas y substratos (especialmente magnesio)
actualizé el problema de las metaloenzimas ¥ el
papel que el bloqueo enzimético por antimetaboli-
tos (por ejemplo isoniazida ™) y por otros cationes
(calcio, zinc) desempeiia en la produccion de las
lesiones bioquimicas del metabolismo del triptéfa-
no. La demostracién por Cornbleet *” y Kusunoki *®
del aumento del tenor de calcio histico en las zonas
esclerodérmicas y de la imbibicién calcica en los te-
jidos que sufren “atricién proteica™ (empobreci-
miento proteico histico por sintesis organicas de
proteinas de valor biolégico inferior con escasos
aminoacidos esenciales y aromaticos) 1% # se asocia
a la disminucién del magnesio sérico tisular 2, ele-
mento esencial para la activacién de las coenzimas
del grupo piridoxal fosfato (Bs). Estos hallazgos (y
el caso publicado por Kelin y Harris 2* de esclero-
dermia de calcinosis cutis) condujeron a la utili-
zacién de ciertos agentes “quelantes” o “secuestran-
tes” 1L 25,25, 24 como el edatamil sddico (EDTA,
dcido etilendiaminotetracético disédico) para con-
seguir la climinacién del calcio histico excesivo, su
reemplazo por el magnesio activador de la pirido-
xina vy con ello la normalizacién del metabolismo
intermedio del triptéfano y, por ende, de la resinte-
sis proteica.

Este aspecto, estudiado en 20 pacientes de escle-
rodermia constituye el primer objetivo de este
trabajo.

I marzo de 1958, Nishimura y sus colaborado-
23 ogtudiaron el metabolismo intermedio de fe-

alanina v tirosina en las enfermedades del co-
lageno. Esos autores 2 20 demostraron la existencia
- eliminacién urinaria constante (demostradas por
cromatografia y espectrofotometria) de un meta-
bolito intermedio anormal, el 4acido 2,5-dihidroxi-
fenilpiravico. o

T.a confirmacién de estos estudios y la influencia
de la corticotrofina (ACTH) y de los corticoste-
roides en el metabolismo intermedio de tirosina,
estudiado en 12 pacientes de esclerodermia y 91
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~ controles sanos y enfermos no_esclerodérmicos 7,

constituye el segundo objetivo de este trabajo.
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En 1959, Casten y Boucek *® y Evans * estudia-
ron la accién de una nueva hormona, relaxina,
polipéptido obtenido del cuerpo amarillo de la cer-
da preiiada sobre el tejido elastico muy altera-
do histoldgica y funcionalmente en las esclero-
dermias.

Fl empleo de la relaxina y su influencia en las
lesiones esclerodérmicas de 8 pacientes constituye
el tercer objetivo de este trabajo.

Por ditimo, las alteraciones del metabolismo de
la serotonina observadas en el curso del primer
punio de este estudio y la posibilidad de infuir-
lo por medio de drogas antiserotonina llevé al
estudio de la accién del acido lisérgico (LSD 23).
del BOL 148, del adrenocromo y del SA-97 en 6
casos de esclerodermia. Esta parte cel estudio que
abre inesperadas posibilidades * constituye el cuar-
to v tltimo objetivo de este trabajo.

PartE 1

ESTUDIO DE LAS ALTERACIONES
DEL METABOLISMO INTERMEDIO
DEL TRIPTOFANO EN LAS ESCLERODERMIAS
Y SU MODIFICACION POR AGENTES QUELANTES
Y COENZIMAS

Una serie de trabajos de Dalgliesh 8% #1. 52, 5% &4,
%5, Price y Brown % 13,1036 v Wachstein ** ponen
en esta via de la investigacién clinica y bioquimica.
Los autores citados han estudiado las modificaciones
que se producen en el metabolismo intermedio del
triptéfano en numerosas enfermedades, ademas de
las colagenopatias.

Para ubicarse adecuadamente es necesaric re-
cordar los esquemas de la metabolizacién del trip-
t6fano y exponer las alteraciones del metapolismo
intermedio normal actualmente estudiadas por
aquellos autores y que se han tratado de confirmar
y aplicar para el presente trabajo.

Metabolismo intermedio del triptdfanc.

El metabolismo intermedio del triptdicac pue-
senta una gran varicdaa de reacciones 7

1) Este aminoacico puede formarse {aw
eth deraostrado en el hombre) por condeis: i
de indol y serina catalizada por una enzima ¢
requiere piridoxal fosfato (vitamina Bs) como coc
zinie, A su vez, el triptéfano por accién de la trip-
toianasa (que tamibien requiere By) es degradado
en indol v serina la que es deshidratada v desami-
wida para dar piruvato y amoniaco. Este aspecio
tiene lugar fundamentalmente en el intestino y las
hicterias del grupo coli actilan enzimdticamente.

© Tn colaboracién <51 ol equipo psiguidtrico de nuestro
avall cdoctores M. Coldenberg, Kesseiman, Romano y

ESCLEROSIS SISTEMICA PROGRESIVA

2) Otra via incluye la serotonina (5-hidroxitrip-
tamina) y otras aminas relacionadas cuya impor-
tancia fisiolégica es bien conocida. En este aspecto
las enzimas renales e intesiinales (bacterias) jue-
gan un papel fundamental .

3) La tercera secuencia retiene ¢l anillo indélico
v modifica la cadena lateral para formar é&cido
5.hidroxindolacético (el 30 9 de la serotonina si-
gue esta via ).

4) La cuarta via incluye el clivaje oxidativo del
anillo indélico y conduce a la formacién de formil-
quinurenina y quinurerina y:

a) quinurenina-icido quinurénico; quinurenina-

acetilquinurenina; quinurenina-acido antranilico-
4cido o-aminohipurico;

'b) quinurenina-écido 3-hidroxiantranilico-acido
nicotinico-piridona.

5) Finalmente la oxidacién del triptéfano puede

ser continuada para los requerimientos de carbono
y energia.

Los mecanismos de degradacién son cumplidos

por enzimas hepaticas, renales e intestinales, la ma-
yor parte de las cuales requieren piridoxina como
coenzima y probablemente también tiamina, ribo-
flavina y dcido nicotinico (Dalgliesh #% #3).

Este complejo metabolismo intermedio esta alte-
rado, especialmente en la via de formacién del acido
nicotinico, particularmente en las esclerodermias
como se expondra luego. Knox * ha demostrado en
ratas la posibilidad de influirlo por medio de ACTH
y cortisona y se verd mds adelante cémo puede
modificarse en el hombre por las mismas hormonas.

En 1954 Metzler y sus colaboradores # han de-
mostrado que la piridoxina probablemente funciona
en forma de un complejo con un catién metalico
v Jakoby y Bonner #* probaron que la quinurenina-
sa contiene B; y es activada por iones magnésicos.

Por lo tanto, debe esperarse alguna alteracién del
metabolismo del triptéfano por modificaciones: a)
en el nivel histico de triptéfano; b) en las cantida-
des de las formas activas de niacina, piridoxina, ri-
boflavina y tiamina; ¢) por factores que afectan la
actividad ool sistema hipofisosuprarrenal, y d) por
alteraciones en los niveles de cationes que partici-
pan eu la activacion ¢ inactivacién de la piridoxina.
El gran niumero de factores involucrados hacen po-
sible la existencia de varias combinaciones de alte-

~raciones que pueden reflejarse en la calidad y

cantidad de metabolitos intermedios del triptéfano
excretado en la orina.

El conocido trastorno del metabolismo inorga-
nico en las esclerodermias 1% 17 13 conduce al depé-
sito de calcio y quizd de otros iones metalicos
(¢zine?) en los tejidos. Este metabolismo inorgénico
anormal produciria una perturbacién en la activi-
dad de la piridoxina y por lo tanto en la utilizacién
del triptéfano.

Como se verad a continuacion, los presentes estu-
dios confirman los de Price y sus colaboradores %,

3
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Los enfermos con esclerodermia tienen un trastorno
metabélico del triptéfano que puede ser normaliza-
do por la accién “quelante” del acido etilendiamino-

tetracético disédico y el sobreaporte de piridoxina
y niacina.

Material y métodos.

Para el estudio de los metabolitos de triptéfano
en orina se han empleado métodos de cromatogra-

Seleccion de pacientes y controles

Se han utilizado 36 controles supuestos normales,

20 mujeres y 16 hombres de 2 meses a 74 afios de
edad y se incluyeron aqui 2 prematuros nacidos
con menos de 2kg de peso. Un segundo grupo de
controles incluyé una serie de enfermedades con-
sideradas no colagendsicas (45 pacientes en total):
porfiria, pelagra, diabetes, hipotiroidismo, hiperti-
roidismo, enfermedad de Addison, enfermedad de

TRIPTOFANO 5 hidroxitriptofano
5 hidroxit:‘-iptmina
By(?)
b 5 hidroxiindolacbtico
formilquinmurenina

B

)
fcido quinurénico-— QUINU

By(1).

{
foido xanxurénico-—j——-B hidroxiquinurenina
. B .

6

76
RENINA — &cido antranflico-— 8c.o-aminohipirico

—» piridona

@ NIACINA ( 1)—-————\

; gcido 3 hidroxientrenilico

© C0,(98%)

Fic, 1.— Metabolismo intermedio del triptofano (Dalgliesh 30; Price 36; Mehler 38; Udenfriend 39).

fia y electroforesis en papel y espectrofotometria.
Los procedimientos auxiliares que han permitido
la tipificacién de los trastornos patolégicos son los
histolégicos, histoquimicos, las pruebas de funcion
hepatica y renal, la puncién biopsia renal (atencién
de los doctores V. Miatello, L. Moledo, O. Morelli
y G. Machado) y los proteinogramas plasmaticos.

FENILALANIMA ————-———— TIROSINA

Cushing, insuficiencia hipofisaria, sindrome de
Sheehan, hepatitis virdsica, nefrosis, tuberculosis
pulmonar, colitis ulcerosa, leucemia linfoide créni-
ca, sifilis secundaria, psoriasis, pénfigo y esquizo-
frenia.

El grupo de pacientes con colagenopatias com-

prende: esclerodermias (20 casos); lupus eritema- .

1 transaxinacibn
i By (coentima)

ACIDO p—HIDROXIFKHILPIRUVICO'——————* fcido p-hidroxifenil&ctico
o

1 hidroxilacién

| B
{ 12 de

I

coenzima en presencia

4cido ascbrdbico

v
ACIDO 2.5 DIHIDROXIFEXILPIRUVICO
|

| oxidacién del enillo bencénico
decarboxilaciéz enzimfitica de la cadena .
por cocarboxilssa y niscina

(como DPN)

v
ACIDO 2.5 DIHIDROXIFENILACETICO
(homogentizico)

fcido mwilacgﬁgzstico

&cido aco?oncbtico

~
fcido fuTﬁrico

. CICLO DEL ACIDO CITRICO —+COp+EZD

Fic. 2. — Metabolismo intermedio de fenilalanina y tirosina (Uchida ¥,

. Nishimura 33, Knox 46),
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MEDICINA PANAMERICANA

t0so sistémico (10 casos) y dermatomiositis (3
€asos).

Técnica y procedimiento del estudio

"Todos estos pacientes fueron sometidos a una
prueba de sobrecarga con 2 g de triptéfano * 13 16,
durante el tiempo de la prueba los pacientes no
recibieron medicamentos y en lo posible se procuré
que hubieran estado sin tratamiento alguno desde
varios dias antes. A partir de la ingestion del trip-
téfano se recolecté la orina durante 24 horas bajo
toluol y las muestras fueron conservadas en la he-
ladera a 4° C hasta el momento de la concentra-
cién; 200 cm3 de orina fueron concentrados a 1 cm?
en bomba de vacio, con alcohol octilico como anties-
pumigeno, y la orina asi concentrada fue tratada
con alcohol 90° para precipitar electrdlitos =% 26.
Una parte alicuota después de la centrifugacién a
4.000 rpm fue extraida con éter para aislar el acido
5-hidroxindolacético y otra parte extraida con clo-
roformo para aislar el 3-hidroxindolaceturico* y
el resto fue extraido con un buffer fosfato pH 7.0.
Estas 4 fracciones (pura, etérea, cloroférmica y
buffer fosfato) fueron sembradas en papel de filtro
para su analisis cromatografico.

Para la cromatografia en papel se emplearon
técnicas mono y bidimensionales ascendentes .con
papel Whatman 1 y 3 MM y Toyo 32 *. Los sol-
ventes probados fueron numerosos pero se adoptd
el n-butanol-acido acético glacial-agua (4:1:1). En
segunda dimensién se empleé el mismo solvente
después de haber descartado el fenol. acide f6rmi-
co, amoniaco, colidina, cloruro de potasio (Dal-
gliesh #*). Los papeles se equilibran durante 1 hora
en la cdmara y luego se corren durante 12 horas
hasta que el nivel frontal alcance aproximadamente
24 cm. Una vez secados al-aire o con ventilador se
examinan para determinar su fluorescencia ultra-
violeta (General Electric Black Light 8 w y G.E.C,,
tipo 28, 125 w con emisién méaxima 3660 v 2537
Angstrom respectivamente) y las manchas fluores-
centes se marcan con lapiz de grafito y se determina
su Rf, asi como los de la mezcla de metaboltios sin-
téticos auténticos que se han corrido paraiciamente
en cada cromatograma. Los cromatograzias son
cortados en tiras de 1 cm y sometidos a rcacciones
de coloracién con: 1) ninhidrina 0,5 ¢} en n-buta-
nol, para detectar aminoacidos y metabolitos inter-
medios de triptéfano y tirosina (grupos aminados);
2) con reactivo de briggs (molibdato aménico a
saturacién en acido clorhidrico 5N) para detectar
grupos fendlicos (permite la caracterizacion de los
derivados dihidroxilicos y especialmente el écido
2,5 dihidroxifenilpirivico y de su forma quinoi-
de 2% 26, 44) y de derivados de 3 y 5-hidroxiquinu-
renina cuyos Rf se registran en los esquemas ad-
juntos); 3) reactivo de Ehrlich (p-dimetilamino-

\

* Suministrado por gentileza del profesor N. Nishimura,
Wakayama, Medical College . (Japdn).

benzaldehido 0,5 % en &cido clorhidrico 20 %)
para detectar indoles, quinurenina y sus derivados
hidroxilados y acetilados; 4) nitrato de plata al 2 %,
amoniacal a saturacién, para detectar compuestos
-CO y -CHO; 5) diazorreaccién (4cido sulfanilico-
nitrito sédico) para detectar 3-hidroxiquinurenina
y grupos N:N; 6) 2,4-fenilhidrazina 0,1 9% en
2N HCI para detectar grupos -CO-CHO, y 7) cloru-
ro férrico, 5 a 10 9 en alcohol 50, para compuestos
fendlicos 2™ 25,

Se consideré conveniente realizar la separacion
de los metabolitos en segunda dimensién por cro-
matografia en papel como qued6 expresado y/o por
electroforesis en papel. Para esta iltima se emplean
dos tipos de buffer: 1) piridina-acido acético-agua
(1:10:89) a pH 3.6, y 2) veronal-veronal sédico a
pH 8.6 y una concentracién iénica de 0.05 con 350
V., 25 mA durante 45 a 140 minutos bajo control
ultravioleta. Los papeles son secados al aire y so-
metidos al anélisis fluorescente y de coloracion en
forma similar a la anotada para la cromatografia.

En este trabajo se analizaron maés de 300 orinas
y aproximadamente 2500 cromatogramas.

Espectrofotometria. — El estudio espectrofotomé-
trico de las manchas detectadas por fluorescencia y
reacciones de coloracién se efectué eluyendo las
mismas con un buffer fosfato pH 7.2 y estudiando
luego la absorcién de los metabolitos en el ultravio-
leta por medio de un espectrofotémetro Beckmann
DU. Las curvas espectrofotométricas de los 3 princi-
pales metabolitos (quinurenina y &cidos xanturéni-
co y 2,5-dihidroxifenilpirivico) que corren muy
préximas en cromatografia monodimensional y que
pueden prestarse a confusién se registran en la fi-
gura 3. A menudo la concentracién obtenida por
elucién no fue suficiente para su registro espectro-
fotométrico debiendo recurrirse a la concentracién
de grandes cantidades de orina.

farcha de las experiencias clinicas y resultados.
1) Cromatogramas urinarios normales

Establecer qué es un cromatograma urinario ror-
mal en relaciéon con el metabolismo intermedio del
triptofano fue el primer paso. Para ello se procedié
a promediar los hallazgos obtenidos en los contro-
les clinicamente normales. Ademas, se tomé como
segundo grupo control el conjunto de pacientes con
afecciones sin las caracteristicas clinicas de las cola-
genopatias o afectados de diversas endocrinopatias
(hipo e hipertiroidismo, enfermedad de Addison,
insuficiencia hipofisaria y sindrome de Sheehan).

En las figuras quedan expresados con detalles los
metabolitos que pueden considerarse como norma-
les de los grupos citados. Puede decirse que, bajo
las condiciones técnicas en que se desarrollé este
trabajo, los cromatogramas normales y los “no co-
lagenésicos” revelan: 1) pequefias cantidades de
quinurenina, 3-hidroxiquinurenina y acidos xan-
turénico y quinurénico (después de la prueba de
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CROMATOGRAMAS URINARIOS DE METABOLITOS
DE TRIPTOFANO Y TIROSINA
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Cromatografia monodimensional ascendente. — Solvente: n-
butanol, dcido acético, agua (4:1:1); papel Whatman 1, tiem-
po de desarrollo 10 horas. Caracterizacién por Rf, fluores-
cencia ultravioleta, desarrollo con ninhidrina, molibdato
amoénico (Briggs), p-dimetil aminobenzaldehido (Ehrlich),
nitrato de plata amoniacal, diazorreaccién, cloruro férrico,
2,4-fenilhidrazina y espectro de absorcién en el ultravioleta
(Beckmann DU). (Ver texto.)

AcK: acetilquinurenina

5HIA: &4cido 5-hidroxindolacético

Ac 3 OHK: acetil-3-hidroxiquinurenina
TF: triptéfano

AX: 4cido xanturénico

AK: écido quinurénico

3 OHK: 3-hidroxiquinurenina

3 OHKS: id. id. sulfato

3 OHKG: id. id. glucurénido

I3A: acido indol 3-acetirico

AA: icido antranilico

TP: triptamina

5 HT: 5-hidroxitriptamina (serotonina)
5 OHTF: 5-hidroxitriptéfano

50HK: 5-hidroxiquinurenina

AH: acido homogentisico

PHFP: &cido p-hidroxifenilpirivico
2,5 DHFP: &cido 2,5-dihidroxifenilpirtivico
DHFA: 3,4-dihidroxifenilalanina

sobrecarga de 2g de L-triptéfano); 2) trazas de
acetilquinurenina y acetil-3-hidroxiquinurenina; 3)
vestigios de triptéfano y derivados sulfoconjugados
y glucurénidos de 3-hidroxiquinurenina, y 4) con el
reactivo de Ehrlich: se obtuvieron manchas no fluo-
rescentes corresporidientes a 5-hidroxitriptamina y
a los acidos 5-hilroxindolacético e indol-3-acético.

ESCLEROSIS SISTEMICA PROGRESIVA

2) Cromatogramas y metabolitos anormales en
las esclerodermias

El estudio cromatografico urinario bajo carga
de triptéfano en los casos de colagenopatias reveld:

1. Cantidades anormalmente elevadas de los si-
guientes metabolitos del triptéfano: a) quinureni-
na, 15 a 30 veces en esclerodermia y lupus erite-
matoso y en menor cantidad en dermatomiositis; b)
3-hidroxiquinurenina, 5 a 20 veces en esclerodermia
Yy en menor proporcién en lupus y dermatomiosi-
tis; ¢) acido 5-hidroxindolacético (en las 3 cola-
genopatias).

2. Aparicién frecuente de: a) acetil y acetil 3-
hidroxiquinurenina; b) 5-hidroxiquinurenina; c¢)
acido indolaceturico.

3. Aparicién ocasional de: a) hidroxitriptéfano;
b) acido antranilico. :

3) Accidn y efecto de las drogas “quelantes” y de
la piridozina y niacina

Los trabajos de Tui 13, Klein y Harris 22, Ruska-
vina # y Price * asi como la ya citada acumulacién
calcica en los tejidos con “atricién proteica” 13 17
18 nos llevaron al empleo de un agente “quelante” *
para la eliminacién del exceso de calcio acumulado
y la normalizacién de la forma activa de la piri-
doxina. Una droga ‘“quelante” o “secuestrante”
(*“chelating agent” %) es un inactivador de iones
metalicos con formacién de un anillo intermo en
la molécula de tal manera que el ion se incorpora
al anillo. Forman compuestos solubles con calcio
y otros metales. La quelacién del calcio iénico en
el liquido extracelular produce una disminucién del
calcio sérico. La muerte puede ocurrir por la inyec-
cién intravenosa rapida, por sincope y convulsiones
por la hipocalcemia que conduce a la tetania. La
infusién intravenosa lenta (en 3 a 4 horas) permite
reponer el calcio desde el esqueleto. El “quelato”
calcico formado se excreta rapidamente por la orina
¥ produce un balance negativo de calcio y el empo-
brecimiento del calcio esquelético. Por via intrave-
nosa el 90 9% del quelato se excreta en 6 horas por
la orina; 1 g de EDTA “quela” 125 mg de calcio.

Durante el periodo de administracién del EDTA
(Endrate) (maximo 50 mg por kilo de peso en
500 cm® de solucidn dextrosada isoténica, en infu-
sion intravenosa lenta en 3 a 4 horas, diarias, 5

. dias por semana, durante 3 semanas) se afiadieron

50 a 75 mg diarios intramusculares o intravenosos
de piridoxina (Benadon) y en algunas experiencias,
250 a 500 mg diarios de &cido nicotinico por boca
(Akotin).

Estas series fueron repetidas 1 6 2 veces segiin el -

resultado clinico obtenido, con intervalos de 6 a
8 semanas. A lo largo de todo el periodo se pro-
curd que los pacientes recibieran una dieta hiper-

* EDTA, edatamil disédico (Endrate, Abbott) fue la dro-
ga empleada en este trabajo, proporcionada por el Depar-
tamento Médico de Abbott Int., North Chicago.
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Cromatografia monodimensional (n-butanol - acido. acético - agua 4:1:1)

AcK: acetilquinurenina

Ac 30HK: acetil 3-hidroxiquinurenina
K: quinurenina

3 OHK: 3-hidroxiquinurenina

3 OHKS: 3-hidroxiquinurenina sulfato

proteica con no menos de 2 g de proteinas por kilo

de peso (complementadas por caseinatos y lisados
proteicos).

Se efectuaron determinaciones frecuentes de
calcio, fésforo y fosfatasa alcalina séricos, proti-
dogramas fraccionados, hemogramas, hepatogra-
mas, transaminasas glutdmica, oxalacética y piru-
vica y anélisis de orina diarios. Cada 5 a 7 dias se
efectuaron cargas de 2 g de triptéfano y el estudio
cromatografico urinario antes, durante y después
de la administracién de EDTA con y sin piridoxina
y/o niacina. Pruebas intradérmicas de sudor (Do-
ryl y Mecholyl), tonometria, ascilometria e indices
de crecimiento de pelo y vello se efectuaron perié-
dicamente. Estudios radiogréaficos * (huesos, pul-
mén, eséfago, gastrointestinales) y radioscopias
(aparato digestivo); balisto y electrocardiogra-
mas ** se realizaron en la mayoria de los pacientes
antes y después del tratamiento. Se practicaron
biopsias cutédneas-seriadas *** en 3 pacientes.

Se estudiaron 20 casos de esclerodermia (19 mu-
jeres de 12 a 64 afios de edad y 1 hombre de 35

* Atencién de los doctores Barnia, Speroni y Martinez
Vivot. )

** Atencién del profesor J. A. Berreta.

*+* Estudio realizado por el doctor O. Falcon.

3 OHKG: 3-hidroxiquinurenina glucurénido
. AX: acido xanturénico

AXK: &cido quinurénico -
" DER. AX: derivados del acido xanturénico
-5 OHK: 5-hidroxiquinurenina

afios); 3 casos (todas mujeres) eran esclerodermias
en banda desde la arcada crural al pie, con sindro-
me de Raynaud incipiente y artralgias (rodilla); 2
casos de esclerodermia generalizada difusa (1 hom-
bre y 1 mujer) y los 15 restantes acrosclerosis.

Los casos no son comparables clinicamente por

" ‘'sus diferencias en:

a) edad .

b) tiempo de evolucién (desde formas incipien-
tes hasta pacientes con 12 afios de enfermedad)

¢) historia personal y dietética (solteras, casadas
con uno o varios hijos), desnutridos, etc.

d) diferentes habitos, razas y nivel social y
economico.

e) caracteristicas propias (por ejemplo: trata-
mientos anteriores con ACTH y corticoides, nivel
mental y situacién emocional, etc.).

En consecuencia los resultados obtenidos no tie-
nen significacién estadistica, pero pueden extraerse
las siguientes conclusiones provisionales:

1. La administracién de un maximo de 3 g dia-
rios de EDTA durante periodos de 3 semanas (5
dias por semana), con un total de 2 a 3 series
(90 a 135 g total) no produjo inconveniente algu-
no, salvo ligero o moderado dolor en el sitio de la
inyeccién, a veces extendido a lo largo de la vena
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ESCLEROSIS SISTEMICA PROGRESIVA

CROMATOGRAMAS URINARIOS DE METABOLITOS DE TRIPTOFANO Y TIROSINA
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CROMATOGRAFIA
BIDIMENSIONAL
(n-butanol - &cido acético -
agua 4:1:1)

(tievmpo de desarrollo: 10 ho-
ras en cada dimension)
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CROMATOGRAFIA Y ELECTROFORESIS

(cromatografia previa con n-
butanol, acido acético, agua
y electroforesis posterior con
piridina, acido acético y agua
1:10; 89, pH 3,6, con 350 v)

I3 A: &cido indol 3-acetiirico

AcK: acetilquinurenina

Ac 3 OHK: acetil 3-hidroxiquinurenina
5 HIA: &cido 5-hidroxindolacético

AX: &cido xanturénico
AK: 4cido quinurénico

K: quinurenina

2,5 HFP: acido 2,5-dihidroxifenilpirtivico

3 OHK: 3-hidroxiquinurenina

5 OHT: 5-hidroxitriptéfano

5 OHK: 5-hidroxiquinurenina

5 HT: 5-hidroxitriptamina ($erotonina)
- 3 OHKS: 3-hidroxiquinurenina sulfato

3 OHKG: id. id. glucurénido

3 OHKD: id. id. derivados

En la segunda dimensién por electroforesis pueden observarse tres manchas no identificadas (probablemente derivados del
acido xanturénico y de la 3-hidroxiquinurenina).

hasta la axila. En 5 pacientes hubo néuseas al co-

“mienzo del tratamiento. En una paciente se observé

leve albuminuria en el 5° dia del tratamiento; cesé
con la suspensién de la droga y al reanudarla con
dosis de 25 mg por kilo no se reprodujo.

2. La puncion biopsia renal realizada antes y
después de una dosis de 45 g de Endrate en 3 se-
manas no evidencié alteracién diferencial alguna, a
pesar de que existian lesiones previas de necrosis
fibroide y “asas de alambre” (ver microfotografia).

3. Los niveles de calcio sérico llegaron en todos

los pacientes de 5,2 a 7,3 mg % tomados poco des--

pués de terminada la infusién intravenosa. En nin-
gun caso se observé signos de tetania, salvo ligeros
temblores ocasionales en los dedos de las manos
que cesaron en pocos minutos al disminuir el nu-
mero de gotas por minuto.

4. Por cromatografia urinaria, el metabolismo
intermedio del triptéfano se normalizé solamente

_con el empleo de EDTA en 12 pacientes. En el res-
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to, el agregado de piridoxina acentud la tendencia
ala normahzacmn lograndose la eliminacién de
3- hldrOquumurenma y de acetilquinurenina y
acetil-3-hidroxiquinurenina.

CH2-CO OH Na

HO 0C-CH2 -
NeCHo=CHo= N
Valder ol \CHQ"CO OH Na

HO 0C-CHp

4CIDO ETILENDIM#INOTETRACETICO DISODICO (EDTA) °

caloio
HO 0C-CHp J /cne-ca on
\ TSt Cip N
L Y . \
\~ /
cnz . cue .
“e!

\/\

quelsto caleico
¢ MECANISMO DE LA QUELACION POR EDTA

Segin nuestra experiencia el sobreaporte de nia-
cina no pudo reemplazar el efecto de la vitamina
B¢ y la sumacién de Bg mds niacina no se reflej6
en los cromatogramas.

La mejoria o normalizacién obtenida se mantuvo
por varias semanas después de la suspensién del
Endrate con sélo el sobreaporte de piridoxina en
5 pacientes. En los demés (15 en total) las altera-
ciones del metabolismo intermhedio del triptéfano

mefabolifos del rrlpfofano {prueba de sobrecatga)

eran similares a las observadas al comenzar el ED-
TA, a pesar de la administracién de piridoxina. En
las series sucesivas de terapéutica “‘quelante” se
obtuvieron resultados anélogos.

5. La mejoria clinica obtenida se establecié se-
gin una escala tomando en cuenta los siguientes
factores:

a) Desinfiltracién paulalina de la piel y aumen-
to de la elasticidad y movilidad cuténea y articular.
Las pruebas con tonémetro cutdneo revelaron la
disminucién creciente del endurecimiento de la
piel.

b) Atenuacién o desaparicion de los dolores .

. musculares generalizados y de las artralgias du- =~ &
rante la administracién de Endrate, efecto similar '
al obtenido con corticosteroides, sin euforia. Estos
efectos y el aumento neto en la movilidad articular :
permitieron reanudar la deambulacién en 2 pa-
cientes que llevaban meses de invalidez. La seudo-
artritis de las manos no se modificé.

¢) Disminucién franca del fenémeno de Ray- :
naud. Los dedos de las manos aumentaron su tem- !
peratura cutdnea y las pruebas con agua fria mos- i
traron respuestas con tendencia a la normalizacién. :

d) Cicatrizacién de las ulceraciones y mnecrosis
de las manos, piernas y pies.

e) Mejoria o desaparicién de la disfagia.

f) Mejoria del estado general, aumento de ape-
tito y de peso. ;

g) Recuperacién del crecimiento del pelo y vello .
y reaparicién progresiva (parcial) de la sudoracién

o e s
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(pruebas intradérmicas con Doryl, Mecholyl y no-
radrenalina).

En base a esta valoracién puede establecerse, en
nuestro material clinico, el siguiente rendimiento
terapéutico:

1) Mejoria =75 %, 5 casos (4 acrosclerosis, 1

en banda)

2) Mejoria =50 % 6 casos (5 acrosclerosis, 1
lineal)

3) Mejoria =25 % 4 casos (2 generalizados, 2
' acrosclerosis)

4) Sin mejoria o no mayor del 10 % = 5 casas

(4 acrosclerosis, 1 lineal)

Dos casos de acrosclerosis de este ultimo grupo
evolucionaron a la muerte:

Caso 1.— Maria A. G., 28 afos. Acrosclerosis. Albumi-
nuria de 1,80 g en el 10° dia de tratamiento. En el sedi-
mento urinario se encontraron cilindros granulosos, hialinos
y hematicos. Este cuadro mejoré notablemente al suspender
¢l tratamiento, pero al reanudarlo en el 15° dia de infusién de
Endrate, se repitié el mismo accidente. Fue preparada en-
tonces para biopsia renal por puncién y exploracién funcio-
nal selectiva con diodrast e inulina, pero la familia retirs
a la paciente (que presentaba un cuadro psicotico y habia
hecho dos tentativas de suicidio). Esta paciente fallecié 10
dias después de abandonar el hospital, aparentemente por
un sincope cardiaco. La exploracién clinica y bioquimica no
mostré alteracion alguna fuera de las referidas. Era evidente
la caquexia progresiva y existia un negativismo permanente
para la alimentacién, bajando 5 kilos de peso en las 3 se-
manas de tratamiento.

Caso 2. — Norma G.. 15 afios. Acrosclerosis, con caguexia
y cuadro de dermatomiositis (creatinuria elevada 9S0mg) y
células LE. y hipergammaglobulinemia (1,80-2,10 g). Seis
meses después de la segunda serie de Endrate esta paciente
fallecié con un cuadro urémico. Aparte de las tipicas lesio-
nes renales se encontraron en la autopsia tuberculosis pul-
monar [ibrocaseosa de gran predominio fibroso (inexistente
radiologicamente en la época del tratamiento con Endrate).
Fibrosis acentuada del bazo. Tumefaccién y miomalacia del
miocardio. Esclerosis mitral. Desaparicion de los lipoides
corticales suprarrenales, con conservacién de la zona glome-
rular y acentuada hipotrofia de las zonas reticular y fascicu-

Q ' AN Mg

lar. Tumefaccion turbia y dilatacién sinusoidal en el higade.
La mejoria obtenida en esta enferma con Endrate y piri-

doxina fue apenas notable en las ulceraciones e infiltracién

cutaneas. )

Parte I

ESTUDIO DE LAS ALTERACIONES
DEL METABOLISMO INTERMEDIO DE TIROSINA,.
ACCION Y EFECTO DE LA ACTH
Y DE LOS CORTICOSTEROIDES

Los trastornos metabdlicos proteicos que se ob-
servan en la esclerodermia no se limitan a las alte-
raciones del triptéfano. Muy recientemente Nishi-
mura y sus colaboradores 25 26, basandose en los
estudios de Uchida #4, han investigado extensamen-
te las modificaciones del metabolismo intermedio de
fenilalanina y tirosina en las colagenopatias.

Metabolismo intermedio de fenilalanina y tiro-
sina.

Los estudios de Neubauer (1904-1928) y Neu-
berger (1947) han permitido precisar los metabo-
litos intermedios de la degradacién de fenilalanina
y tirosina que conducen en su mayor parte a la
formacién de acetoacetato. Las rutas cuantitativa-
mente mucho menos importantes (dopa-melanina,
adrenalina y tiroxina) no seran consideradas aqui
por no tener importancia para las colagenopatias
(Knox #%).

La via fenilalanina-tirosina-acido homogentisico
fue deducida de los experimentos realizados en
alcaptonuricos: fenilalanina-tirosina-p-hidroxifenil-
piravico- 2,5-dihidroxifenilpirtvico- 2,5-dihidroxife-
nilacético (homogentisico)- maleil y fumarilace-
toacetato (ver microfotografia).

El bloqueo enzimatico después del acido 2,5-
dihidroxifenilacético conduce a la eliminacién uri-
naria de grandes cantidades de acido homogentisico
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y constituye el trastorno bioquimico fundamental
de la alcaptonuria. El bloqueo a nivel del &cido p-
hidroxifenilpiravico y eliminacién de grandes can-
tidades de acido o-hidroxifenilacético *' es a su vez
la alteracién basica de la oligofrenia fenilpiravica
asi como a nivel del paso tirosina-p-hidroxifenilpi-
rivico el de la tirosinosis (Medes *®), Esta historia
del metabolismo de fenilalanina y tirosina repre-
senta el prototipo del analisis genético de una via
metabdlica.
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ESCLEROSIS SISTEMICA PBROGRESIVA { ACROSCLEROSIS)

Microfotografia de la lesién renal de Celia B, 38 afios, ob-

tenida por puncién biopsia percuténea, antes del tratamiento

con EDTA. Se puede observar glomerulosclerosis difusa;

“zsas de alambre” e intensa arteriosclerosis obliterativa. La

segunda puncién biopsia, realizada después de 45 g de En-

drate, no revelé alteracion diferencial alguna.

La exploracién funcional selectiva renal practicada en esta
paciente dio los siguientes resultados:

Cer» depuracién de creatinina endégena para determinar el
filtrado glomerular: 159 (mormal). ’

Cp, depuracién de diodrast para determinar la circulacién
renal efectiva de plasma: 856 (normal).

TmD. para determinar el méaximo de transporte tubular de
diodrast: 54 mg de yodo (normal).
FF. fraccién de filtracidn, porcentaje
en el glomérulo: 0,18 (normal).
11, indice de irrigacién, volumen de plasma que circula
por el rifién por unidad de tejido renal funcionante: 15

(normal).
B.G.T., balance glomerulotubular:

de plasma que filtra

2,9 (normal).

La demostracién reciente por Uchida ¢* por me-
dio de cromatografia en papel del écido 2,5-dihi-
droxifenilpirivico acumulado a partir del acido
para-hidroxifenilpiravico en un sistema enzimatico
hepatico de accién lenta completé la prueba. Muy
recientemente Nishimura 226 ha demostrado la
presencia constante de este cetoacido unicamente
en la orina de pacientes con colagenopatias. De esta
manera parece haberse encontrado una lesién bio-
quimica comun que configuraria la unidad pato-
génica de estas afecciones. :

Experiencias clinicas y bioquimicas.

Para confirmar los resultados de Nishimura se
efectuaron estudios bioquimicos por cromatografia

y electroforesis en papel y espectrofotometria, se-
gun las técnicas detalladas en la parte I de este
trabajo (péag. 3). Los cromatogramas normales y
anormales pueden verse igualmente en las figuras
adjuntas. Las pruebas de sobrecarga fueron rea-
lizadas con 1g de L-tirosina **2% %" en lugar de
1-triptéfano. '

En los 12 casos de esclerodermia estudiados pudo
demostrarse la aparicién frecuente pero no constan-
te del acido 2,5-dihidroxifenilpirtivico. Este metabo-
lito anormal de tirosina sélo ha podido ser detectado
en la orina de pacientes con esclerodermia, lupus
eritematoso y dermatomiositis y en un prematuro
y un nifio de 4 afios aparentemente samno. Solo
en estos dos ultimos la anomalia desaparece o se
atentia bajo la accién del 4cido ascérbico.

Seis de los pacientes con esclerodermia, 6 con
lupus eritematoso sistémico y 2 con dermatomio-

sitis fueron sometidos a la accién de ACTH y corti- -

costeroides 27. La ACTH fue administrada por infu-
sién intravenosa lenta, 25-50 U en 500 cm?® de suero
glucosado isoténico, durante 6 horas diarias por pe-
riodos de 7 dias. Los 17-cetosteroides y 17-hidroxi-
corticoides urinarios dosificados antes y después del
periodo experimental demostraron una respuesta
suprarrenal normal. ‘

Los corticosteroides (cortisona 100-300 mg; hi-
drocortisona 80-120 mg; prednisona y prednisolona
20-30 mg y dexametasona 2-3 mg diarios) fueron
administrados por periodos de 7 dias, con intervalos
libres variables, de 5 a 7 dias.

'La cromatografia y electroforesis en papel de los
metabolitos urinarios realizadas al final de cada

periodo demostraron la ausencia del acido 2,5-di- .

hidroxifenilpirtvico en la orina de los pacientes es--
tudiados. El significado de estos hallazgos es des-
conocido, pues no se aprecié diferencia objetiva
sensible en los signos de valoracién que- fueron
precisados en el capitulo anterior.

Al suspender la administracién de ACTH o de
cualquiera de los corticosteroides el acido 2,5-dihi-
droxifenilpirtivico reaparece frecuentemente en. la
orina dentro de los 5 dias subsiguientes y desapare-
ce nuevamente al readministrar aquellas hormonas.

Parte III

EFECTO DE LA RELAXINA EN
- LA ESCLERODERMIA

Durante el curso de estudios sobre el efecto de
ciertas hormonas en el tejido conectivo de la rata
se observé que la relaxina aumenta la elasticidad
de la piel in vivo?. De esto surgié la posibilidad
del uso de relaxina en pacientes que sufren la pér-
dida de la elasticidad cutinea como los esclerodér-
micos.
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La relaxina es una hormona polipeptidica que
se produce abundantemente durante el embarazo
y se extrae del cuerpo amarillo de cerdas prefiadas
v de la placenta de conejas. Produce relajacién de
la sinfisis pubiana y de otras estructuras conecti-
vas y elasticas depolimerizando la sustancia fun-
damental del colageno. \

Boucek y Casten®® trataron 23 pacientes con
esclerodermia por periodos de 6 a 30 meses obte-
niendo significativas mejorias en el endurecimiento
de la piel, fenémeno de Raynaud y ulceraciones tro-
ficas, sin efectos indeseables o toxicos.

Evans? tratd 11 pacientes obteniendo mejorias
menos importantes que las de Boucek y Casten. Se-
gin Evans el efecto de la relaxina es mayor en los
pacientes simpaticectomizados. El resultado fue ex-
celente en un caso de fibrosis pulmonar esclero-
dérmica, en la movilidad articular, en la disfagia y
en las ulceraciones tréficas.

En este estudio la relaxina fue empleada en 6
casos de esclerodermia generalizada (1 difusa y 5
acrosclerosis) y 2 casos de esclerodermia en banda.

La hormona * fue empleada por via intramuscu-
lar, en dosis de 40 a 60 mg diarios (en 1 6 2 inyec-
ciones) durante periodos de 42 dias a 8 meses. Co-

mo los estrégenos son necesarios como “mordientes” .

de la accién de la relaxina los 8 pacientes fueron
tratados contempordneamente con 1 mg de dietiles-
tilbestrol o 0,05 mg de etinilestradiol diarios por
via oral. Durante su administracién no deben em-
plearse ACTH ni corticosteroides que bloquean la
accion “ralajante” 8,

En 8 casos se obtuvo una mejoria objetiva en
la induracién cutanea, en la cicatrizacién de las ul-
ceraciones tréficas, disfagia y movilidad articular.
Estos signos positivos fueron marcados en 2 casos,
moderados en otros 2 y leves en los 4 restantes. La
terapéutica sdlo fue efectiva durante la administra-
cién de la droga ya que a las 2 semanas de suspen-
dida, la regresién al punto de partida fue constante.
El alto costo de la droga y el dolor creciente en las
masas musculares inyectadas impidieron la conti-
nuacién de la experiencia.

No se observé modificacién alguna en los exa-
menes hematoldgicos, bioquimicos sanguineos o
urinarios y hormonales (17-cetosteroides y 17-hi-
droxicorticoides urinarios, yodo proteico plasmati-
co) durante el curso de la experiencia. Los estudios
de cromatografia y electroforesis en papel de los
metabolitos urinarios de triptéfano y tirosina (véa-
se partes I y II) no revelaron modificacién alguna
durante o después del tratamiento.

La relaxina aumenta el niimero de capilares en la
sinfisis pubiana y en la piel. Esto se observa clara-

mente por el empleo local intradérmico de la hor- .

mona en las placas esclerodérmicas. La respuesta
de las ulceraciones tréficas a la relaxina estd en

* Suministrada por cortesia de los Laboratorios Elea, Bue-
nos Aires.

ESCLEROSIS SISTEMICA PROGRESIVA

relacién con la depolimerizacién de la sustancia
fundamental del conectivo, lo que permite una di-
fusién mas rapida de sustancias desde los vasos,
mejorando la nutricién de la piel 2.

El aumento de elasticidad de la piel de los pa-
cientes con esclerodermia debe ser relacionado con
la accién de la relaxina sobre las fibras coldgenas
y eldsticas. La administracién de relaxina causa un
marcado aumento en el tejido conectivo de glicina
marcada con C'4 49, g

Los efectos de la relaxina nos sugirieron la con-
veniencia de alternar su empleo con el edatamil
sédico durante los periodos de descanso del Endra-
te. Estas experiencias estan en pleno desarrollo.

Parte IV

ESTUDIO DE LA ACCION DE
LAS DROGAS ANTISEROTONINA EN
LAS ESCLERODERMIAS (LSD 25, BOL 148 y SA-97)

Desde el comienzo de nuestros estudios croma-
tograficos en la orina de los pacientes con colageno-
patias se pudo detectar la existencia de metabolitos
indélicos en cantidades a veces anormales. Una pa-
ciente con acrosclerosis presentaba accesos de va-
sodilatacién facial con gran sensacién de calor y
sudores profusos, similares a las tufaradas de la
menopausia y a los descritos en el sindrome del
carcinoide maligno ™. En la orina de esta enferma
se encontré —entre otros metabolitos del triptéfa-
no— una eliminacién franca de 5-hidroxitriptami-
na (serotonina). La paciente referia que este acceso
congestivo se producia también cuando comia “mu-
chas bananas” y este fenémeno se interpreté como
de naturaleza alérgica y mos recordé un caso de
periarteritis nudosa, en un hombre observado hace
varios afos, que presentaba una sintomatologia si- .
milar con la ingestién de bananas.

Poco tiempo después, el trabajo de Waalkes y
sus colaboradores *! orientd en la naturaleza del
fendémeno. Cada banana contiene 3,7 mg de sero-
tonina y 0,25 mg de noradrenalina y normalmente
con 20 mg de serotonina (oral) pueden obtenerse
efectos fisiolégicos.

La paciente recibio 2 mg de SR 134 (serotonina
creatinina sulfato *) por via intravenosa y presentoé
signos similares a los que experimentaba en sus
crisis vasculares, acompafiados de una intensifi-
cacién del fenémeno de Raynaud y tendencia a la
diarrea y a la depresién ansiosa.

Contemporéaneamente, Pérez Morales %2 comuni-
c6 la mejoria obtenida en una paciente de lupus
eritematoso con un sindrome psicético tratada con
LSD 25 (dietilamida del 4cido d-lisérgico, derivado
de la ergonovina con propiedades alucindgenas) con

* Atencién del Departamento Médico de Sandoz Ltda.,
Basilea.
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el fin de “movilizacién” psiquica que favorece el
rendimiento psicoterdpico.

En base a estas observaciones se efectué un es-
tudio con antagonistas de la serotonina en un grupo
de pacientes esclerodérmicas.

Material y métodos.

1. Drogas empleadas.

a) LSD 25. — La dietilamida del écido lisérgico
(Delysid) *, fue administrada por via oral en ayu-
nas, a 4 pacientes de acrosclerosis y 1 paciente con-
trol, a razén de 1 a 4 gammas por kilo de peso. En
2 de las pacientes se efectuaron un total de 9 sesio-
nes, 1 cada 7 dias y 2 a 4 sesiones en las otras 3.

En todas ellas se efectuaron registros de pulso,
temperatura y presién arterial cada 60 minutos;
prucbas de sudoracién (Doryl, Mecholyl y nora-
drenalina) ; temperatura (Dermaior, Mc Kesson) y
tonometria cutanea cada 2 horas y de nivel de se-
crecién sebicea cada 4 horas (técnica de K. K.
Jones ), durante 10 horas y a las 24 horas de la
ingestion de LSD 25.

Dos de los casos fueron cinematografiados para
obtener registros objetivos de la extensién de los
movimientos de las manos, muiilecas y mandibula
inferior.

Todos estos pacientes fueron estudiados antes,
durante y después de las experiencias por el equipo
psiquiatrico cuyas conclusiones se exponen al final
de esta seccién. Durante las experiencias, realizadas
con una carga previa de 2 g de triptéfano, se reco-
gieron las orinas cada 4 horas durante 24 horas y
cada muestra y la mezcla total fueron estudiadas
por cromatografia y electroforesis en papel (segun
los métodos explicados en la parte I).

b) BOL 148 *. — Derivado bromado del LSD 25,
practicamente carente de efectos alucinatorios. Se
utilizé en las mismas 4 pacientes y en ofras 2 con
acrosclerosis y 2 controles. hasta 10 mg por via oral
y 2.5 por via intramuscular.

Ll estudio fisiolégico y cromaiografico fue reali-
zado en forma similar al efectuado para el LSD 25.

¢) SA-97 **. — Clorhidrato de N-p clorobenzhi-
dril-N’-metil homo piperazina, con gran actividad
antiserotonina y antihistaminica, moderada accién
antiacetilcolina y broncodilatadora, antifibrilante y
dilatadora coronaria y con cierto grado de estimu-
lacién central.

Como antiserotonina tiene una potencia similar
al BAS (1-bencil-2.5-dimetilserotonina) con la di-
ferencia que el SA-97 es estimulante y no depresor
central .

SA-97 se administrd por via oral con un maximd
de 100 mg y por via intramuscular hasta 20 mg

= Atencion del Departamento Médico de Sandoz Ltda.,
Basilea.

** Atencién del Departamento Médico de Abbott, Int,
North Chicago.

diarios, en 7 pacientes con acrosclerosis. Se condu-
jeron estudios fisioldgicos y cromatograficos simila-
res a los ya citados.

d) Adrenocromo. — En vista de las experiencias
de Hoffer ® que ha encontrado que las diferencias
de accién entre LSD 25 y BOL 148 se deben al au-
mento de adrenocromo plasmético —derivado de
adrenalina— que se obtiene con el primero y no
con el BOL 148, se efectuaron algunos ensayos con
8 mg de adrenocromo diarios por boca o por via
intramuscular durante 8 a 10 dias en 5 pacientes
con acrosclerosis.

Los controles fisiolégicos y cromatograficos se
realizaron en forma andloga a la descrita.

Resultados.

Los resultados inmediatos obtenidos con LSD 25 -

son los siguientes:

1. Dilatacién arteriolar y capilar (manos, pies,
cara) que comienza a las 2-3 horas de la adminis-
tracién del Delysid y que persiste durante 8 a 10
horas.

2. La temperatura cutdnea de las mismas zonas
aumenta 1,5 a 2,5° C durante periodos equiva-
lentes.

3, Las pruebas de sudoracién cambian 6 horas
después del Delysid. Noradrenalina (1:1.000.000)
intradérmica, negativa antes, se hace 1 + a 2+
después de la droga. '

Las reacciones con Doryl y Mecholyl aumentan
de 2+ a 4 +.

4. La perspiracién insensible no es aparentemen-
te modificada 6 horas después del Delysid.

5. Las pruebas de secrecidén sebacea (con Sudan
Black B y Noir-au-gras) no revelaron modificacién
aparente a las 10 y 24 horas del Delysid.

6. La tonometria cutdnea mostré una disminu-
cién objetiva de 3 a 4 medidas (aproximadamente
20 %) de la tensién de la piel, comenzando a la 4*
hora y durando por lo menos 24 horas después del
Delysid. )

7. La disfagia desaparecié en las 2 pacientes que
la presentaban durante la prueba y por 3 a 5 dias.

8. La movilidad de las manos (dedos y muifie-
cas) y de la cara y articulaciones en general, fue
sorprendentemente mejorada desde las 3 'y 4 horas
de la administracién del Delysid, persistiendo de
24 a 96 horas para volver lentamente al punto
inicial. :

Las mejorias fueron similares en cada sesién y
no parecen depender de la dosis. Las pacientes re-
fieren experimentar una inesperada sensacién de

“liviandad” y facilidad y elasticidad de movimien- -

tos “como antes del comienzo de la esclerodermia”.
En lineas generales puede agregarse ademas que:
1. El BOL 148, a las dosis empleadas, carece de
las acciones observadas con LSD 25 en los casos
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estudiados, salvo en el aumento (leve) de tem-
peratura y sudoracién cutaneas. No se apreci6 efec-
10 en la tension y elasticidad de la piel.

2. E1 SA-97 parece tener una accion mayor sobre
los signos cutdneos, articulares y la disfagia que el
BOL 148 pero la experiencia es aun muy limitada
con esta droga.

3. El adrenocromo produjo una pequeila pero
significativa mejoria en la elasticidad cutdnea y
movilidad articular de 2 de las pacientes estudiadas,
que se acentuaba al aumentar la dosis, efecto simi-
lar al de la relaxina. Pero el adrenocromo tiene el

serio inconveniente de ser vasoconstrictor y en las
9 pacientes se produjo —al tiempo que mejoraba
la movilidad— un empeoramiento neto del fené-
meno de Raynaud, obligando a la suspensién in-
mediata de la droga.

Cromatograficamente los resultados obtenidos no
son facilmente clasificables. El LSD 25 y el SA-
97 producen frecuente pero no constantemente
una desaparicién de las manchas Ehrlich positi-
vas correspondientes a la serotonina en los croma-
togramas.

Fsto se observa también ocasionalmente con
BOL 148 y con adrenocromo. '

Fl significado de estos hallazgos es desconocido.
Es ovidente la necesidad de mas observaciones y
mejores técnicas analiticas para poder obtener una
informacién adecuada.

Estudio psiquiatrico en 2 pacientes de acroscle-
rosis tratados con LSD 25 (&cido lisérgico).

Cirso 1.—A.P.Q., 58 afios, soltera, profesora de Filoso-
fi« v Letras. Personalidad previa a la administracion de
1.81) 25: activa, muy sociable, contrnlada, alegre, preocu-
pada a veces, obsesiva {obstinada, rigida, perfeccionista),
expansiva, religiosa, Estos caracteres adornan una estruc-
tura paranoica basica. Se efectuaron 9 sesiones con Delysid,
la cuarta fue con un placebo (“doubleblind test™).

Observaciones en el curso de las experiencias: En la pri-
mera sesion se advirtié un aumento subjetivo ¥ objetivo de
movilidad en las manos y cara (a las 2 horas y 20 minutos
de iniciada la experiencia) que fue disminuyendo gradual-
mente on ol curso de la semana. En la segunda experiencia,
luego de 4 dias comienza a sentir mas movilidad en las
manos. En la tercera este fendémeno no fue tan notable, aun-
que advirtio menos rigidez en las mandibulas, y no volvid a
repetirse con la importancia de la sesion inicial.

S observé ademas rubefaccién facial ¥ prurito perilabial.
Tido esto fue acompanado por algunos de los fendmenos
Labituales en las experiencias con el LSD 25 de los cuales
Lo fundamentales fueron, hasta la cuarta sesién: liviandad
rascnlar, relajacion, temblor “interno”, miareos, nduseas,
tratornos del esquema corporal (parciales), trastornos per-
ceptivos (ilusiones, alucinaciones oniricas). Lucgo. con ma-
vor estimulo externo, se movilizé un rico material subcons-
ciente, que repercutié sobre el psiquismo euforizindola y
suimdndola a continuar con nuevas sesiones de LSD 253.

Caso 2.—E.A. V., 36 afios, soltera, argentina, maestra.
ta 1910 se le efectud una simpatectomia bilateral (estelec-
iaind, Personalidad previa al LSD 95: tono emocional pre-
“ratemente depresivo, activa y culta, con tendencia a la.
iedud, ansiosa y timida, con una estructura basica de tipo
L osivo-fobico,

ESCLEROSIS SISTEMICA PROGRESIVA

Observaciones en el curso de las experiencias: En la pri-
mera sesién aparecieron seudoalucinaciones oniroides, sudo-
racién y despersonalizacién. En la segunda experiencia, a
la hora de la ingestién de LSD 25, comienza a sentirse “flo-
ja”, con menos tensién peribucal y puede abrir la boca con
mas facilidad. Frialdad subjetiva y objetiva con cianosis en
las manos y pies; transpiracion fria y viscosa en todo el
cuerpo y mayor movilidad en las manos y pies. El resto
de la sintomatologia es la habitual bajo los efectos de LSD 25.
Recordé vivencias importantes y esa noche no pudo conciliar
el sueiio (a pesar de tomar 3 capsulas de amytal sodico
020g). En el curso de la semana siguiente se advirtié
mayor movilidad y armonia de movimientos. En la tercera
sesién vuelve a sentirse rigida, pero al hacérsele realizar
movimientos comprueba que no es asi, sino que en realidad
estaba mejorada; siguen a esta sesion 3 dias de gran angus-
tia (habfa fallecido una paciente con el mismo diagndstico
en su sala). En la cuarta experiencia (placebo). no apare-
cieron los fenémenos psiquicos propios del LSD 25 pero hubo
mas movilidad que antes del placebo. En la quinta expe-
riencia vuelve la movilidad aumentada en manos y dolor
muy intenso en ulcera maleolar y en la rodilla. Se presenta
un cuadro de angustia muy intenso, al recordar vivencias
muy traumaticas. Toda esta sintomatologia fue siempre acom-
pafada por los fenémenos perceptivos propios del LSD 25.
Fn la séptima experiencia hubo un autismo marcado. En
la octava aparecié marcada labilidad emocional y rigidez
en el brazo izquierdo. En la novena experiencia, dolores en
todo el cuerpo especialmente en los dedos de las manos;
molestias precordiales; gran angustia y llanto al vivir con
intenso dolor la realidad de su enfermedad. Se decidié la
suspensién de las experiencias por temerse que la enferma
cayera en el terreno psicético. ’

Conclusiones.

Concomitancias observadas:

1. Aumento evidente de la movilidad en regio-
nes del cuerpo donde la rigidez era compro-
bada con anterioridad a las pruebas. Este
caracter' adquiere su méxima expresién en
las primeras experiencias, sin modificarse
mayormente en las siguientes;
Mejoria en el ritmo del suefio, especialmente
en el caso 1. )

Las diferencias observadas en el cuadro psiquico
de cada una corresponden a sus respectivas perso-
nalidades previas. El caso 1 present6 un cuadro de
tipo hipomaniaco, y el caso 2 una marcada reac-
cién de tipo esquizofrénico.

Los fenémenos psiquicos observados en estos 2
casos no difieren de aquellos producidos por LSD 25
en pacientes no esclerodérmicos.

2.

Datos obtenidos en los exdmenes psicoldgicos realizados en
las pacientes anteriores.

Caso 1. — Tests realizados: Rorschach; test gustaltico vi-
somotor de Bender; test de piramides de colores.

Personalidad expansiva, extrovertida que se adapta al me-
dio social que la rodea. Tendencias a humor maniacodepre-
sivo, angustia reprimida. Inteligente y pedante. Tendencia
a inhibir la actividad imaginativa. Personalidad fuerte y
que controla mucho sus reacciones. Los conflictos afectivos
son rechazados del plano de la conciencia.

Tn los tests realizados durante las experiencias con LSD 25
se motan modificaciones en el sentido de una disminucién
de su control consciente sobre su angustia que aparece con
mayor claridad, aumento de la depresion con menor ten-
sién interior,

— 15 —
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Caso 2. — Tests realizados: Psicodiagnéstico de Rorschach;
test gustaltico visomotor de Bender; test de piramides de
colores.

Personalidad que responde a los estimulos del medio am-.

biente, a veces inadecuadamente, debido a su labilidad emo-
cional con marcados tintes depresivos. Personalidad insegura
con ideas de muerte. Inteligencia normal con tendencia a
la minuciosidad y a la critica. Muy imaginativa. Angus-
tia fébica.

En los tests realizados durante las experiencias con LSD 25
se notan modificaciones poco marcadas en el mismo sen-
tido de la personalidad previa. . :

Discusion.

Las cuatro partes expuestas ponen de relieve
cuatro enfoques del problema patogénico de la es-
clerosis sistémica progresiva los que, en ultimo ana-
lisis, nos conducen a una compleja concepcién bio-
quimica de la enfermedad.

Los resultados expuestos en el curso de este tra-
bajo confirman las investigaciones de Price y sus
colaboradores 1#1¢ referentes a las modificaciones
del metabolismo intermedio del triptéfano.

Las pruebas con sobrecarga de tript6fano con re-
sultados anormales no se presentan constantemente
anormales en cada caso de una enfermedad defini-
da. Por ejemplo, para Price % en el hipertiroidismo
los resultados son normales pero los 3 casos de
Wachstein ¥ revelaron anomalias metabélicas
francas. Puede concluirse, con este ultimo autor,
que los pacientes que reaccionan anormalmente a
Ja carga de triptéfano sufren enfermedades bien
conocidas como asociadas a un aumento del cata-
bolismo proteico. El alto indice de destruccion pro-
teica conduce a una relativa insuficiencia de los
sistemas enziméticos responsables de la degrada-
cién de aminoacidos. Cuando estos sistemas, como
el de la quinurenina y 3.hidroxiquinurenina tran-
saminasas v el de quinurenina hidroxilasa, son in-
hibidos por la accién de la isoniazida (Price 1), la
acumulacién de metabolitos puede llegar a ser con-
siderable v es analoga a la que se observa espon-
téneamente en la esclerodermia y en el cancer de
vejiga 1% y en menor grado en el lupus eritematoso
y la dermatomiositis. Esta “lesion” bioquimica pue-
se ser rectificada al menos en parte, por piridoxina
(Price ¥ 15. 16 v Wachstein *7) y es evidentemente
modificada por la accién de Ja ACTH y de los cor-
ticosteroides. Es muy probable que la actividad
hormonal se ejerza por via de los sistemas enzima-
ticos involucrados en la degradacién del triptéfa-
no. Hicks y West ¢ han demostrado, por ejemplo,
la disminucién de serotonina por accién modera-
dora de los corticoides sobre la 5-hidroxitriptéfano
decarboxilasa. En uno de nuestros casos de lupus
eritematoso no se observé disminucién de la elimi-
nacién urinaria de una gran cantidad de 3-hidroxi-
quinurenina después de administrar ACTH, corti-
sona, prednisona, ni dexametasona. La explicacion
podria deberse a que en este paciente el parénqui-

ma renal habia sido practicamente destruido (com-
probado por puncién biopsia) por el proceso pato-
logico y existen pruebas de que la transaminacién
de 3-hidroxiquinurenina para convertirse en acido
xanturénico se realiza fundamentalmente en el ri-
fion (Sylianco y Berg®?). En esta experiencia la
actividad de la corticotrofina y corticoides no pudo
ser demostrada.

La relacién entre la tendencia a la normalizacién
metabélica'y la mejoria clinica por accién hormo-
nal parece parcialmente comprobada en algunas
afecciones como el lupus eritematoso y menos cla-
ramente en esclerodermia y dermatomiositis. En
la esclerodermia las alteraciones del metabolismo
proteico son parcialmente comunes con las del
lupus eritematoso pero existen algunos aspectos que
las diferencian netamente y las vinculan con modi-
ficaciones del metabolismo mineral (calcio, mag-
nesio) y vitaminico (piridoxina, riboflavina). Cua-
litativamente también existen diferencias impor-
tantes con las dermatomiositis donde ocurren
alteraciones del metabolismo de creatina cuya pa-
tologia bioquimica no esté bien aclarada.

Por otra parte ha podido demostrarse la presen-
cia del acido 2,5-dihidroxifenilpirvico en la orina
de mumerosos pacientes con esclerodermia, lupus
eritematoso y dermatomiositis de acuerdo con lo
publicado por Nishimura y sus colaboradores 25, 28,
Sin embargo este aspecto ofrece algunos puntos de

_critica. La identificacién del 4cido 2,5-hidroxifenil-

pirtivico en la orina no ha podido realizarse sis-
tematicamente en este trabajo de una manera in-
discutible mni tampoco por espectrofotometria,
quiza por la débil concentracién del metabolito en
la orina de los pacientes con colagenopatias y cree-
mos que no es suficiente la identificacién croma-
tografica (Rf, fluorescencia, reacciones de colora-
cién) para una confirmacién definitiva. Queda,
ademés, por demostrar la responsabilidad patogé-
nica de esta supuesta alteracién del metabolismo
intermedio de fenilalanina y tirosina y el signifi-
cado de la presencia ocasional de este metabolito en
la orina de un prematuro y de un nifio aparente-
mente sano. De cualquier manera la presencia del
4cido 2.,5-dihidroxifenilpirtivico en la orina de los
pacientes con colagenopatias y su desaparicion por

la actividad de la ACTH y corticoides sugiere la:

existencia de una lesién bioquimica comun, como
afirman los investigadores japoneses, y por analo-
gia permite incorporar provisionalmente estas afec-
ciones al grupo de las enfermedades. producidas por
errores genéticos o congénitos del metabolismo, re-
velados a lo largo de la vida por causas desenca-
denantes nutritivas, endocrinas o infecciosas 3%. Lo
que si puede quedar expresado es que las experien-
cias clinicas y bioquimicas propias y ajenas. ex-
puestas en este trabajo sugieren la existencia de
pruebas considerables para estimar las colagenopa-
tias como trastornos del metabolismo intermedio de
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las proteinas y especialmente de los aminoacidos

aromaticos.

Fl interesante efecto de la relaxina permite
agregar a la terapéutica de la esclerosis 'sistém‘ic'a
progresiva_una nueva hormona con accion defini-
da pero sobre todo constituye un instrumento para
la investigacién clinica en la patologia de las en-
fermedades esclerosantes.

[l sorprendente resultado obtenido con las dro-

gas antiscrotonina ¥ y muy especialmente con lg
dictilamida del écido lisérgico (LSD 25) es sufi-
cientemente alentador como para profundizar su
probable mecanismo. La influencia del sistema ner-
vioso central en la patologia de afecciones que pre-
sentan problemas vasculares y metabdlicos como
los de la esclerodermia no necesita ser discutida
aqui. Pero lo llamativo es que drogas de actividad
central tan definida como el acido lisérgico y que
roducen una modificacién tan profunda del psi-
quismo, proyecten su accién farmacolégica en la
fisiologia del tejido conectivo y en el metabolismo
intermedio de ciertos aminoacidos. Esta es, quiza
la via de investigacién clinica mas atrayente en la
patologia de la esclerosis sistémica progresiva.

Resumen.

1. Cuatro enfoques bioquimicos complementarios
de la csclerosis sistémica progresiva (esclero-
dermia) son estudiados en 24 pacientes y 91
individuos aparentemente sanos o afectados por
enfermedades variadas.

Los trastornos del metabolismo intermedio del

triptéfano y del calciomagnesio y su modifica-

cion por drogas quelantes y vitaminas (pirido-
xina, niacina) son estudiados en 20 pacientes
de esclerodermia.

. Los trastornos del metabolismo intermedio de

tirosina y sus modificaciones por accion de la

ACTH y los corticosteroides han sido estudia-

dos por medio de cromatografia y electroforesis

en papel en 12 enfermos de esclerodermia.

Ocho casos de esclerodermia fueron tratados con

relaxina, por periodos de 42 dias a 8 meses.

5. Tres drogas de accién antiserotonina (LSD 25,
BOL 148 y SA-97) fueron ensayadas en un
wrupo de esclerodérmicos (5, 6y 7 pacienties
respectivamente). Su accion fisiologica y el es-
tudio psiquiatrico revelan una definida activi-
dad modificadord de los signos fundamentales
de las esclerodermias sistémicas.

t. Ta discusién de los cuatro aspectos complemen-
1arios presentados en este, trabajo conduce a una
compleja concepcién bioquimica de la enfer-
medad.
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