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| [resumen

Durante 23 afios hemos realizado estudios sobre la hipétesis viral de la esquizofrenia con € uso de
técnicas de microscopia electronica. Han sido motivo de este estudio estructuras del sistema limbico de
pacientes esquizofrénicos jOvenes falecidos, fetos de madres esquizofrénicas y animales
experimentalmente inoculados con liquido céfalo-raquideo de pacientes esquizofrénicos. En los Ultimos
diez afios, hemos readlizado estudios de muestras de sangre y liquido céfalo-raguideo de pacientes
esquizofrénicos y de algunos casos de psicosis afectivas. Hemos encontrado algunas alteraciones
similares alas observadas en € sistema nervioso central, las que son compatibles con: a) la hipbtesis
vird y b) d virus herpes simplex hominis tipo |, cuando se realizaron técnicas
inmunoel ectromicroscopicas. Observamos ademas una reaccion de aglutinacion (plasma:-liquido céfa o-
raguideo) con alteraciones morfol bgicas especificas en las plaguetas, que nos permitieron establecer una
escala de evaluacion citopatoldgica diagndstica. Los resultados asi obtenidos de la sangre de estos
pacientes pueden tener aplicaciones précticas parael diagndstico y prondstico. Debe considerarse ademés
su posible valor epidemioldgico, asi como para la investigacion, e tratamiento antipsicético y futuros
trabajos dirigidos d tratamiento preventivo, asi como |os aspectos relacionados con relacion a su posible
utilizacion en medicinalega como una prueba pericia teniendo en cuenta los resultados obtenidos en un
reciente estudio a doble ciego que confirmé el ato valor discriminativo de esta prueba entre pacientes y
controles.

* Referencias
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For 23 years we made studies about the viral hypothesis of schizophrenia by means of electron
microscopic techniques. We studied limbic structure samples from young adult's dead schizophrenic
patients, from fetuses of schizophrenic mothers and chicken embryos experimentally inoculated with
cerebrospinal fluid (CSF) from schizophrenic patients. In the last ten years we have performed studies of
blood and cerebrospinal fluid samples from schizophrenic patients and some cases of affective psychosis.
We have found some alterations with the same characteristic to those observed in the central nervous
system, which are compatible with: @) the vira hypothesis and b) with herpes simplex hominis type |
virus, when immuno-electronmicroscopic techniques were made. We also observed an agglutination
reaction (plasmaCSF) with specific morphologic alterations in platelets that led us to establish a
cytopathological diagnosis valuation scale. The results obtained from the bood of these patients could
have practical applications for diagnosis and prognosis. Its possible epidemiological value must be
considered overmore,



asfor research, to evaluate the antipsychotic treatment, future works directed to preventive treatment and
aspects related to forensic medicine as skill test, considering the results obtained in a recent double blind
study which confirmed the high discriminative value of this test between patients and controls.

Keywords: schizophrenia | affective psychosis | agglutination reaction | cytopathological aterations | platelets | electron
microscopy | viruses
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|| INTRODUCCION

En nuestros estudios en € sistema limbico de pacientes esquizofrénicos fallecidos encontramos evidencias
directas de particulas virales y antigeno del virus herpes smplex hominis tipo |. Iguales hallazgos fueron
observados en fetos de madres esquizofrénicas y en animales experimentalmente inoculados con liquido
céfao- raguideo (LCR) (1) Fig 1lay 1b. Estos resultados han sido considerados como la primera evidencia
directa de virus en e sistema nervioso central en la esquizofrenia (2). Estudiando sangre y LCR en pacientes
esguizofréni cos observamos unareacci6n de aglutinacion que apareciaen un 45% de | os pacientes estudiados.
Esta reaccion aparecia cuando se ponian en contacto directo €l plasmay € LCR. Este hecho nos hizo pensar en
e desarrollo de un marcador bioldgico parala enfermedad, ya que la ausencia de una prueba biol6gica de ato
valor diagnéstico en laesquizofrenia (3) (4) hadificultado e desarrollo de su investigacién en diferentes &ress:
clinicas, de laboratorio, experimentales y epidemiol égicas (5) entre otras, al no poderse definir con certezalos
grupos de estudio. Segun algunos autores, “en la actualidad y en ausencia de marcadores biol6gicos
mensurables, e diagndstico de las enfermedades psicéticas se basa principamente en e andisis de los
sintomasy en la historia clinica de laenfermedad y lagran mayoria de los criterios diagndsticos(basados en la
CIE-10 0 en e DSM-1V) son € reflgo de un acuerdo convencional de un comité de expertos con una
justificacion empirica limitada' (6).

Si dicha prueba se modifica con la evolucién de la enfermedad, cuando esta pasa del periodo critico al
intercritico, cobra por lo tanto a su vez valor prondstico, siendo Util en diferentes aspectos, por gjemplo:
observar larespuestadel paciente a un tipo de tratamiento o a una combinacién de los mismos. La pruebaen si
puede favorecer el desarrollo de investigaciones dirigidas a aspecto preventivo de la enfermedad, s se
comprueba su relacidn con |a etiopatogeniadel trastorno. Por otra parte un diagndstico precoz contribuiriaaun
tratamiento temprano y en consecuencia a unaevolucién mas favorable. Desde hace 10 afios (7) hemos venido
trabajando en una prueba bioldgica en la esquizofreniay en la psicosis afectiva a partir de muestras de sangre
de pacientes en etapas productivas de |la enfermedad. Se fundamento este estudio en |as observacionessobre la
reaccion de aglutinacion, donde comprobamos con microscopia Optica y mediante examen directo con
microscopia electronicaque lamismaerad producto de microaglutinaciones de plaquetas (Fig 1c). Decidimos
entonces estudiar 1as plaguetas con técnicas de microscopia el ectrénica de transmisién, observando que en el
grupo psicotico, éstas se podian diferenciar claramente de las plaguetas observadas en personas normales,
especiamente s en e momento de toma de la muestra € paciente se encontraba en el periodo critico de la
enfermedad. Los resultados asi obtenidos, orientaron hacia una prueba de alto valor diagnéstico ya que
permitia distinguir entre un paciente y una persona normal con un rango de probabilidad de 100%, surgiendo
asi una escala de evaluacion semicuantitativa con 7 variables con un margen de puntuacién por encima del
cua se consideraba patoldgica (8) (9). Estos resultados se confirmaron en un estudio adoble ciego através de
un programa computarizado de procesamiento de imagenes y de un andlisis de varianza a los diferentes
indicadores morfométricos encontrados por grupos de psicéticos y controles, donde los profesionales que
intervinieron en estos dos aspectos desconocian € origen de las muestras a analizar (10). Por todo lo referido,
pensamos gue otro importante campo de posible aplicacion es € médico legal, donde puede constituirse en una
prueba pericial de ato valor diagndstico, aplicable a aspectos juridicos tales como la comision de delitos de
distinta naturaleza o aquellos relacionados con la seguridad social y laboral entre otras consideraciones, yaque
reline las caracteristicas de una prueba pericial: "expresion concreta del objeto del dictamen pericia, relacién
detallada de todas | as operaciones practicadas y de sus resultados y |as conclusiones que en vista de tales datos
se formulen conforme con los principios y reglas de la ciencia, arte, técnica o practica’ (11).

Objetivos: Exponer los resultados obtenidos en una prueba biolégica en sangre en pacientes psicéticos
(esquizofrenia 'y psicosis afectiva) para que se considere su aplicacion, entre otros aspectos, a diagndstico
positivo de laenfermedad, al prondstico, epidemiologia, investigacidn, tratamiento y aspectos juridicos, como
prueba pericial.



| MATERIAL Y METODOS

Muestras de sangre (10 ml) de un total de 35 pacientes psicéticos. 30 pacientes esquizofrénicos con
diferentes formas clinicas, 5 psicosis afectivas (criterio diagnostico del DSM-1V) y 20 controles, fueron
obtenidas mediante consentimiento informado, conforme alos criterios bioéticos paralainvestigacion y con
la aprobacion del Comité de Etica de la Institucion. Estas muestras fueron tratadas con anticoagulante tipo
EDTA sadico. Las edades de pacientes y control es estuvieron comprendidas entre 20 y 35 afios. Ambos sexos
estuvieron representados en forma proporcional. A cada paciente y control se le realiz6 un cuestionario para
obtener datos relacionados con nombre, edad, fecha de nacimiento, antecedentes familiares de psicosis, en €l
caso de los pacientes: sintomas psiquiatricos presentes asi como frecuencia y duracién de las crisis. Las
muestras de sangre fueron estudiadas mediante técnicas ultramiscroscopicas descritas en trebajos anteriores
(12). Se establecié unarelacion entre la evolucién clinica, (estado critico o no) y los resultados de la prueba
biolégica. La escala de evaluacion se aplicé a cada paciente y control (Tabla 1). Aquellas puntuaciones por
encima de 11, se onsideraron patolégicas. Mediante un estudio morfométrico computarizado (10), se
analizaron las imagenes ultramicroscopicas de las plaquetas de algunos de los pacientes esquizofrénicos y
controles sanos ya estudiados. Se consideraron tres aspectos cuantificables de la escala de evaluacion
citopatol 6gica diagnostica ya descrita: tamafio de las plaquetas y modificaciones de su formay de laformay
tamario de sus prolongaciones o  filopodias, midiéndose area, perimetro, tallay compacidad, en cada uno de
estos aspectos. Los pacientes, escogidos a azar, (n=6) motivos del estudio, habia sido categorizados segiin el
criterio diagnostico DSM-1V. Los controles (n=5) pertenecian agrupos de edades comparables (entre 20y 35
anos), no tenian antecedentes de enfermedades psiquiétricas, ni neurol dgicas. Los negativos de lasimagenes de
plaquetas fotografiadas fueron estudiados del siguiente modo: los negativos fueron colocados en un
negatoscopio y las plaguetas se  visuaizaron con una camara de video a color CCD-151X (Sony), la cual
estaba conectada a una tarjeta conversora A/D (EyeGrabber, Taiwan) e incorporada esta Gltima al bus de una
PC Pentium 333 MHz y 32 Mb de RAM. El sistema emplea dos monitores, uno SVGA multisync (Japan)
paralavisualizacion y medicion de estructuras'y un segundo monitor parael manejo del programa. El software
empleado fue e IMAGCELL, un sistema para € procesamiento y andlisis morfométrico de imagenes que
permite la captura de laimagen y la realizacion de mediciones de forma semiautomética. El programa escrito
en lengugje Borlan Pascal 7.0, soportado sobre windows, permite la caibracion de laimagen digitalizada con
igua espaciamiento horizonta y vertical, acorde ala distancia del objeto y el aumento del lente empleado. Los
indices morfométricos estudiados fueron: area, perimetro, talla'y compacidad (indice de esfericidad) de la
totalidad de las plaquetas, asi como  &rea, perimetro, tallay compacidad de las filopodias individua mente. En
este estudio se desconocia la procedencia de laimagen, paralo cual acadanegativo sele hizo unacodificacion
mediante nimeros y letras. Para la determinacion de las variables de interés se rediz6 un andlisis de varianza
(ANOVA) a los diferentes indicadores morfométricos por grupos de psicéticos y controles. Para la
caracterizacion de los diferentes grupos en estudio se efectud un andlisis de componentes principales
considerando como variables |os caracteres areay perimetro de plaguetas paralos cual es | os grupos psi céticos
y controles presentaron diferencias estadisticamente significativas. La matriz de datos originales se considerd
dividida en los dos grupos antes mencionados.

| |RESULTADOS Y DISCUSION

Aplicando la escala de evalucion citopatol dgica diagnostica, todos los pacientes en periodo critico
tuvieron las mayores puntuaciones, aquellos en periodo intercritico, las menores (n=5). Todos los
pacientes psicéticos estuvieron por encimade 11 y todos del grupo control por debajo de estacifra. No
hubo relacién entre el tipo de tratamiento recibido, la duracién de la enfermedad, la edad o € sexo, la
forma clinica de la enfermedad y la puntuacion total. Pacientes con primer brote y sin tratamiento con
neurolépticos, antes que la prueba se redlizara, tuvieron puntuaciones altas similares a aquellos que
habian tenido una mayor evolucion de la enfermedad y habian recibido neurolépticos o tratamiento
electroshockeante por largos periodos de tiempo. Un aumento en la concentracion de glucégeno y la
vacuolizacion se consideraron los dos el ementos mas importantes que indicaron €l estado de actividad
de la enfermedad en su periodo critico (Fig 2). Todas las imégenes procesadas por € programa
computarizado que procedian de plaguetas de paci entes psicoticos mostraron un aumento del &reay del
perimetro altamente significativo (p< 0.01) cuando fueron comparados con los procedentes de
controles sanos (ver tabla 2), lo que confirma los resultados obtenidos y publicados en trabajos
anteriores (8) (9). Un aspecto novedoso en este trabajo fue la medicidn y deteccién de un aumento
significativo en € area y perimetro de las filopodias procedentes de los pacientes (p<0.001). Sin
embargo, la comparacion realizada respecto alairregularidad de laforma de las plaquetas, dada por la
compacidad, no difirié entre los grupos, indicando que la diferencia morfol 6gi ca entre grupos esta dada
por e aumento de las dimensiones de las plaquetas y no por un cambio en lairregularidad de su forma.

No escapa a nuestra atencion el hecho de que € Unico paciente esquizofrénico a que seleredizo la



toma de la muestra en un periodo entre crisis de la enfermedad (paciente e3) clasificd dentro del grupo
control (G1), Fig. 3, aungque con una tendencia a aumento del valor del &rea de plaqueta en relacion al

resto de los clasificados en este grupo. Este hallazgo es una evidencia del valor prondstico del andlisis
morfométrico en esta patologia. No obstante, dada la existencia de un solo caso de intercrisis en este
estudio, requiere la realizacion de un estudio con un nimero mayor de casos en esta etapa clinica
evolutiva para su confirmacion.

L os resultados obtenidos confirmaron nuestras observaciones en estudios anteriores. El andlisis a doble
ciego demostrd inequivocamente que en estos resultados no influyé una apreciacion subjetiva
parcidizada lo que ratifica alin més € valor de la escala de evaluacion citopatol 6gica diagnostica, ya que
fueron analizados en este estudio s6lo 2 de las 7 alteraciones encontradas en dicha escalay este andlisis
fue suficiente para discriminar por métodos cuantitativos la diferencia entre pacientes y controles. O sea
gue las5 ateraciones restantes de la escala aumentan aun mésla posibilidad diagnéstica positiva. Estas
Ultimas tienen caracteristicas cualitativas en algunas, como es la presencia de particulas con morfologia
viral dentro delasvacuolas, de formahexagonal, (Fig 4 y 5) que sdlo se observo en los pacientes, por 1o
tanto tienen en si valor diagndstico, pero no aparecen en todos los pacientes, por |0 que es necesario la
sumade las ateraciones sefialadas en la escala, para que su valor sobrepase € limite de normalidad. La
presencia de estas particulas hexagonales constituyen un elemento més a favor de la posible etiologia
viral de laenfermedad, considerada en laliteratura médica por datos clinicos (13), epidemiol 6gicos (14),
de laboratorio (15), experimentales (16), ultraestructurales (17) e inmunoldgicos (18), entre otros.

| |concLusion

L as alteraciones especificas encontradas en | as plaguetas de pacientes psicéticos (esquizofrénicosy psicosis
afectivas) en estudios ultraestructurales, permitio establecer una escala de evaluacion citopatologica
diagnostica. Un estudio a doble ciego confirmé la validez de estos resultados en un andlisis morfométrico
computarizado de las imagenes de plaguetas de pacientes y controles sanos. Se considera el valor diagnostico
de la prueba y se destaca por lo tanto su valor para la investigacion, € tratamiento, epidemiologia, para €
desarrollo de métodos preventivos, asi como en medicinaforense, teniendo como base |a alteracion especifica
de las plaguetas.
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