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ABSTRACT. An electron microscopic study is made of cervical marrow,
parotid gland and pancreas from a patient who died the sporadic
form of amyotrophic lateral sclercsis. The presence of intranuclear
Inclusions in the glial cells, fundamentally in astrocytes, and in the
glandular cells of the parotid gland and pancreas is observed. These
findings, together with other works in the literature, with which they
are related, are discussed.

RESUMEN. Se hace un estudio con el microscopio electrdonico de mé-
dula cervical, parétida y pancreas de un paciente fallecido por la for-
ma esporadica de esclerosis lateral amiotréfica. Se observa la presen-
cia de inclusiones intranucleares en las células gliales, fundamental-
mente en astrocitos, en las células glandulares de la parédtida y del
pancreas. Se discuten estos hallazgos con otros trabajos de la literatu-
ra con los que se relaciona.

"INTRODUCCION

La esclerosis lateral amiotrdfica (ELA) es una enfermedad del sistema
nervioso cuva etiologia se desconoce. Numerosos investigadores han
dedicado sus esfuerzos a tratar de dilucidar la verdadera naturaleza de
la enfermedad, sin que hasta la fecha este problema haya sido aclarado
satisfactoriamente,

En nuestro trabajo, inspirados en el esfuerzo de algunos de estos inves-
tigadores y la posible etiologia viral planteada, dada la observacién per-
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sonal de pacientes de ELA que habian padecido parotiditis en la adul-
tez, decidimos realizar investigaciones encaminadas a tratar de corre-
lacionar este dato con el posible hallazgo de particulas virales en médu-
la, pardtida y péancreas, teniendo en cuenta la disfuncion conocida des-
crita para estas dos tltimas glandulas en la ELA,

MATERIAL Y METODO

Se obtuvo material de necropsia de un paciente de la forma esporadica
de ELA, fallecido en el Instituto de Neurologia v Neurocirugia de la
Ciudad de la Habana. Parte de estc material fue procesado y estudiado
posteriormente en el Centro Nacional de Investigaciones Cientificas.

La autopsia fue realizada dentro de la primera hora después de fallecido
el paciente. Se obtuvo material de necropsia de médula cervical, paré-
tida y pancreas para estudic de microscopia éptica y electrénica. El
material para microscopia 6ptica fue procesado segiin técnica habitual.
El material de microscopia electrénica fue fijado en glutaraldehido
al 3,2% en tampdn cacodilato a 4 °C. Se postificé en 0,04 al 2% en el mis-
mo tampoén. Posteriormente se deshidraté en alcoholes a concentracio-
nes crecientes. Se infiltré e incluyd en Epon 812 (Luft, 1961). Se hicieron
cortes ultrafinos en un ultramicrétomo Ultrotome III LKB. Se hizo el
poscontraste con acetado de uranilo y citrato de plomo (Reynolds, 1963).
Los cortes fueron examinados en un microscopio Tesla Mod. BS-500.

RESULTADOS

Del estudio necrépsico realizado al microscopio dptico fueron visuali-
zadas inclusiones intracelulares del tipo descrito por Bunina e Hirano
(Hirano v cols., 1969) con aumento de la densidad, de forma redondeada
y rodeadas por un halo claro. Dichas inclusiones aparecieron en ntimero
de cinco a seis por célula v fueron vistas solamente en las neuronas
mesocefalicas de la sustancia nigra. El resto del material de autopsia no
mostré ningun tipo de inclusién.

Microscopia electrénica. El material procedente de la médula cervical
mostré inclusiones intranucleares en las células gliales, con mucha ma-
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vor frecuencia en los astrocitos fibrilares. Dichas inclusiones tenian for-
mas redondeadas, con una zona central de mayor densidad electrénica
y estaban rodeadas por una zona mads clara constituida por capas con-
céntricas que rodeaban a la zona oscura central. El tamafio de las inclu-
siones fue de 200 a 220 nm. El didametro de la zona central fue de 80-100
nm vy la medida de la zona externa de 90 nm (Fig. 1). En ocasiones se
observaron dos y tres inclusiones en una misma célula (Fig. 2). -

Fig. 1. Inclusion esférica intranuclear con zona central de mayor densidad electré-
nica (16250 x). Astrocito fibrilar, Médula cervical. INSET (70,040 x).

El material procedente de la pardtida reveld inclusiones similares a las
observadas en la médula, en un nimero mayor (Fig. 3). También pudie-
ron observarse en parejas v en otras ocasiones en mimero de tres in-
clusiones. A veces se observé una distribucion en cadena, como si fueran
tres fases de una estructura similar en proceso de formacion.
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El material procedente del pancreas reveld inclusiones intranucleares
similares, pero escasas y en menor proporcién que en la médula. Sus
caracteristicas ultraestructurales fueron semejantes a las descritas ante-
riormente (Fig. 4).

Fig. 2. Tres inclusiones en un astrocito fibrilar (14000 x). INSET (18,204 x).

DISCUSION

El paciente fallecido estudiado por nosotros con casi tres anos de evo-
lucién de la enfermedad lentamente progresiva y cuyo diagnéstico fue
facilmente hecho de corresponder a una forma esporadica de ELA, pa-
decié de parotiditis siete afios antes de comenzar los sintomas de la
enfermedad del sistema motor. Ello motivé, junto a la observacién de
otros pacientes de ELA que también habian padecido la parotiditis des-
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pués de la edad aduita, que estudiaramos la ultraestructura de esta
glandula v la del pancreas, glandula con la cual se relaciona anatémica
y tisiopatolégicamente, tal es el caso bien conocido de la parotiditis
¥ pancreatitis que se observa en el curso de la infeccién por el mixovi-
rus de las paperas.

Fig. 3. Dos inclusiones intranucleares en pardtida con iguales caracteristicas a las
observadas en la médula (21,600 x).

Ha sido sefialada en la literatura la observacion por algunos investiga-
dores de la hipofuncién pancreatica o la hipofuncién pancreatica ¥ paro-
tidea o la observacién de aparicién de ELA en pacientes gastrectomiza-
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dos (Ask Upmark, 1950; Charchaflie et al., 1974; Quick, 1969). En estos
trabajos se tratd de correlacionar dichos hallazgos con la etiologia de la
enfermedad. Por otra parte, son conocidos los trabajos de investigadores
soviéticos Zil'ber et al., 1963), los que lograron realizar la transmisién ex-
perimental de la enfermedad al chimpancé, y plantearon la etiologia
viral.

Fig. 4. Inclusidn i_ntranuclear.en pancreas. (11,960 x). INSET (56,320 x).

Otiros esfuerzos se realizaron recientemente por otros investigadores
(Norris et al., 1975; Oshiro et al., 1976) con el objeto de visualizar parti-
culas virales, En uno de estos trabajos (Norris et al, 1975) se presenta
un paciente portador de ELA después de sufrir varios episodios de una
meningoencefalitis linfocitica recurrente, en el cual se observan particu-
las celulares de forma tubular. Estos resultados, a nuesiro entender,
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tienen como objecién el antecedente de una enfermedad previa y que
se repite en episodios sucesivos posiblemente en relacion con una etio-
logia viral y, por lo tanto, la presencia de particulas puede mas bien
estar en relacién con la enfermedad anterior v no con la ELA.

El otrc trabajo publicado revela inclusiones semejantes a virus en el
musculo (Oshiro et al., 1976}, pero no se pudieron encontrar inclusiones
en el sistema nervioso, a pesar de realizarse estudios en este sentido.
En nuestro caso, la unica enfermedad viral que precedié a la ELA fue
la parotiditis ¥ en un lapso de tiempo lo suficientemente prolongado
para que no nos permita correlacionar las inclusiones encontradas como
dependientes de una enfermedad viral aguda de curso breve. No obs-
tante, nos planteamnos hasta qué puato el virus de las paperas puede
ser relacionado o no con la esclerosis lateral amiotréfica, por tratarse
esta dltima de una enfermedad crénica, muy parecida en su curso y ca-
racteristicas generales a las enfermedades descritas para los “virus len-
tos” y en las que los mixovirus parecen desempefiar un papel impor-
tante. En la panencefalitis esclerosante subaguda un mixovirus se demos-
iré ser el agente causal (Zeman et al., 1968.) Distemper es otro ejemplo
bien conocido. En otras patologias de este tipo, la naturaleza viral sino
demostrada completamente para virus convencionales, es un hecho en el
Jakob-Creutzfeldt, kuru, scrapie v otras, dado el caracter de su trans-
misibilidad ajustada al criterio de enfermedad transmitida por virus
(Gilbbs et al., 1968; Gajdusek et al., 1965; Gajdusek et al., 1967},

En los trabajos de Grunnet, (7975) se pudieron observar inclusiones in-
tranucleares similares a las nuestras, descritas antes por Bouteille y cols,
en otros trabajos (1967). Asimismo se hace referencia a la eticlogia vi-
ral de la enfermedad de Jakob-Creutzfeldt (cuva transmisibilidad ha
sido lograda) y a la enfermedad de Alzheimer, basado en una serie de
trabajos anteriores en que dichas inclusiones se han observado en pa-
tologias virales (Patrizi et al., 1969; Zurhein et al., 1968). Sin embargo,
se plantea también la posibilidad de que las inclusiones puedan estar
en relacién con un proceso de proliferacion celular no especifico, des-
crito por otros autores.

En nuestro caso, si bien esto ultimo pudiera ser planteado para la mé-
dula, donde siempre existe una ligera a moderada proliferacién astro-
citica y haber sido observadas precisamente dichas inclusiones prefe-
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rentemente en los astrocitos, no tendria igual explicacién para la parétida
y el pancreas donde no han sido descritas alteraciones estructurales hasta
la fecha. Por otra parte, en las parétidas pudimos observar proporcio-
nalmente mayor niimero de estas inclusiones en sus células epiteliales
sin que existiera evidencia de proliferacion celular. Este dltimo dato
lo hemos confirmado en un segundo caso ‘estudiado por nosotros (no
publicado) donde ademds de encontrar las inclusiones citadas en las
estructuras referidas, han sido visualizadas en testiculo.

Nuestro trabajo estarfa mas acorde con los resultados de Patrizi et al,,
(1969), en cuyos trabajos experimentales con el mixovirus de la vacuna
se observan mayor numero de estas inclusiones en aquellas dreas de
tejidos menos sometidas a la proliferacién. Por otra parte, es bien
conocido que los virus de por si pueden inducir la proliferacién celular
(Menkes et al., 1969), 1o cual plantea un doble problema de interpreta-
cién. También pueden aparecer virus en enfermedades asociadas a otras
cronicas debilitantes (Kepes et al., 1975; Sponzilli et al., 1975) como la
leucoencefalopatia multifocal progresiva sin que los virus sean la causa
de la enfermedad debilitante que favorecié su aparicidén: esprue, tuber-
culosis, neoplasias.

A pesar de que las inclusiones observadas en nuestro trabajo no se
pueden relacionar directamente con una enfermedad de etiologia viral
demostrada, su presencia se ha visto frecuentemente relacionada con
enfermedades virales conocidas, o en las que se sospecha esta etiologia.
La observacién de estas inclusiones en la parétida y el pancreas plantea
nuevos problemas de interpretacion de su posible rol en la fisiopato-
logia de la enfermedad. También es necesario tratar de visualizar par-
ticulas virales y realizar pruebas biolégicas para aislamiento e identifica-
cién de virus a partir de estos Organos.
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