Estudio de la Excrecion Urinaria y Fecal del
Cromo Radioactivo Cr®' en humanos y su uso
como medida de las hemorragias intestinales
asociadas con la infecciéon con
Anquilostoma*

Marce. RocHE, MaRria EnRiQUETA PEREZ-GIMENEZ,

MicueL Layrisse Y EsteLa DiPrisco
Instituto de Investigaciones Médicas, Fundacién Luis Roche, Banco Municipal de
Sangre y Hospltal Vargas, Caracas, Venezuela.

Desde los trabajos de Cruz (1) y Rhoads, Castle, Payne y
Lawson (2) se le ha atribuido un papel importante a la caren-
cia de hierro en la génesis de la anemia asociada a la infec-
cién anquilostomiasica. Sin embargo, otros autores hacen res-
ponsable de ella a la toxina hemolitica del anquilostomo, a
la absorcién inadecuada de hierro, a la insuficiente ingesta de
proteinas, a la pérdida de sangre o a una combinacion de to-
dos o de varios de los factores enumerados. A fin de aclarar
estos puntos nos ha parecido indispensable hacer estudios
cuantitativos en pacientes infectados con el anquilostoma hu-
mano.

Es la intencién del presente trabajo hacer una evaluacion
cuantitativa de uno de estos factores, la pérdida de sangre
debida al parasito.

Anteriormente ha sido usado el is6topo radioactivo del
cromo, el Cromo 51, para marcar los eritrocitos (3,4) con el
fin de estimar su sobrevida y de medir el volumen sanguineo
(4, 5). Antes de proceder al estudio de la pérdida intestinal de
sangre producida por la uncinaria era necesario determinar:
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1.—Qué cantidad del Cr 51 se absorbe a partir del tracto
gastro-intestinal cuando es introducido en el estomago o en
el duodeno de sujetos normales o de sujetos infectados por
¢l anquilostoma. 2—Si el Cromo 51 que se absorbe a partir
del tracto gastrointestinal entra en los eritrocitos circulantes
en cantidades significativas. 3.—Qué proporcién del Cromo 51
contenido por los eritrocitos circulantes aparece diariamente
en las heces y orinas de sujetos no infectados.

Con los datos obtenidos es posible mostrar que la mayor
parte del cromo 51 llevado por los eritrocitos circulantes es
excretada por via renal, que se absorben cantidades practi-
camente despreciables del cromo 51 introducido en el tubo di-
gestivo, y que ese cromo 51 absorbido no entra en los eritroci-
tos circulantes en cantidades detectables. Ademas, este ecstu-
dio parece mostrar que la pérdida de sangre en el humano,
a pesar de ser menor a la debida por el ancylostoma caninum
en el perro (6, 7), es probablemente un factor importante en
la génesis de las anemias asociadas a la uncinariasis.

METODO

Todos los sujetos fueron pacientes hospitalizados en las Sa-
las de Medicina o de Cirugia del Hospital Vargas. Con excep-
cion de los enfermos L. M. y J. F. (Tabla II), los sujetos no in-
fectados estaban hospitalizados para intervenciones quirurgi-
cas o por trastornos locales da la piel. Se llevaron a cabo por
lo menos tres exdmenes de heces con resultados negativos. La
paciente L. M. era una mujer de 30 afios, quien sufrié una he-
morragia aguda por placenta previa y fué estudiada desde el
dia 13 hasta el 25 del puerperio. El paciente J. F. sufria de
leucemia aguda.

Marcada de los eritrocitos circulantes: A aproximada-
mente 20 ml de sangre tomada del pliegue del codo, introdu-
cidos en una botella estéril que contenia 3 ml de solucién A,
C. D., se agregaron unos 80 microcuries de Cr 51. Esta mezcla
se incubo a 37°C durante media hora, agitandola suavemente
a intervalos de 5 minutos. Se lavo luego la sangre con suero
fisioldgico al 0.9% por tres veces en los experimentos en los
cuales se estudio la absorcion intestinal; o se reintrodujo en
el torrente sanguineo del enfermo sin mas lavados, en los es-
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tudios de excrecion de Cr 51 a partir de los eritrocitos circu-
lantes.

Estudio de la absorcién de Cr-51 a partir del tracto gastro-
intestinal: Los eritrocitos lavados se resuspendieron en Dex-
trosa al 5%. Se coloco un tubo de Levine en el duodeno del
enfermo, controlandose su posicion con pantalla fluorosco-
pica. A través de ¢l se introdujeron 10 ml de la suspension me-
didos exactamente con una pipeta volumétrica y permitién-
dose que bajaran por gravedad. Esta fué lavada seis veces
seguidas, con 10 ml del fluido utilizado para la resuspension.

Después de lavar y decontaminar completamente la pipeta
se prepar6 un patrén para cada paciente con el mismo proce-
dimiento utilizado para la administracion. El patrén fué di-
luido hasta 500 6 1.000 ml. con agua. Para los experimentos en
que se utilizo radio-cromato en agua, la substancia radiactiva
diluida se midié volumétricamente y se coloco en un vaso, de
donde lo bebio el paciente, enjuagandose este vaso seis veces
sucesivas,

Se obtuvieron luego diariamente heces, orina de 24 horas y
sangre, determinandose su radiactividad y comparandola con
la del patrén. Los resultados fueron expresados en términos
de porcentaje del cromo administrado, excepto para la sangre
donde la actividad fué dada en cuentas por minuto por ml de
sangre, Estas determinaciones se llevaron a cabo hasta tanto
no aparecié mas actividad en las heces.

Estudio de la excrecion de Cr 51 a partir de los eritrocitos
circulantes marcados. Después de una espera de por lo menos
cuatro dias a partir de la marcada de los globulos, se comen-
26 la recolecion de las heces y orinas, Las heces fueron obte-
nidas en periodos de cuatro dias, directamente en botellas de
boca ancha forradas de papel de aluminio; se pesaban luego
con precision de un gramo y se homogeneizaban en un Wa-
ring con cantidades medidas de agua. Una alicuota del ho-
mogenado era entonces introducida, por medio de un aplica-
dor especial, en el fondo de un tubo de ensayo, de tal mane-
ra que el nivel superior quedara aproximadamente a nivel
de una marca calibrada a 3 ml, hecha previamente en la pro-
beta. Esta muestra fecal era luego pesada por diferencia con
precision de 0.1 mgr. y el resultado se corregia por la propor-
cion de agua introducida a las heces totales. La radiactividad
de esta alicuota se comparé a la de 3 ml. de sangre obtenida
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del paciente el dia en que se comenzé ese periodo de recolec-
cién, o sea cuatro dias antes. Los resultados se expresaron en
término de milimetros de sangre con una radiactividad equi-
valente a la encontrada en las heces durante el periodo de es-
tudio. Este valor se obtuvo, para un periodo de cuatro dias,
por medio de la féormula:

R, X 4

—_— =B
R, X Q

En la cual,

R. es la radiactividad en las heces de cuatro dias en im-
pulsos por minuto por gramo de heces.

R, es la radiactividad en la sangre del mismo paciente ob-
tenida al principio del periodo de recoleccién de 4 dias en
impulsos por minuto por milimetro de sangre.

Q es la cantidad de heces en gramos recogidos durante los
cuatro dias.

B es la cantidad de sangre en milimetros que contiene la
cantidad de radiactividad encontrada en las heces en 24 horas.

El promedio de los estudios de tres periodos de cuatro dias
se da para cada sujeto. El paciente J. F. (Tabla II) tuvo que
ser estudiado en otra forma debido a la necesidad. Sus eri-
trocitos fueron marcados el dia cero y las recolecciones de
heces se comenzaron el dia 4; pero como el paciente estaba
en condiciones muy precarias y comia poco, no fué posible
obtener heces hasta el dia 10, poco tiempo antes de la muerte.
En la autopsia hecha 24 hofras mas tarde se recogié la tota-
lidad del contenido del intestino delgado y del colon y se de-
terminé en ella la radiactividad; dicha radiactividad fue con-
siderada como la cantidad total de cromo 51 que habia sido
excretada al tracto gastrointestinal desde que se comenzaron
las recolecciones de heces.

El uso de la sangre tomada al comienzo de los periodos
de cuatro dias de recoleccién de heces, como patrén para la
comparacion con la radiactividad fecal de los dias subsi-
guientes, es hasta cierto punto arbitraria. La forma ideal de
patron de sangre para comparar con la radiactividad fecal,
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deberia ser el promedio de la actividad sanguinea durante el
tiempo en que el cromo presente en las heces de cuatro dias
se estd excretando en el tubo digestivo. Esto implicaria un
conocimiento exacto de la duracion del transito intestinal pa-
ra cada paciente en particular, durante el tiempo del expe-
rimento, y el sitio del intestino en el cual se estd excretando
el cromo. Como no era posible obtener estos valores, nos pa-
recié suficientemente satisfactorio lo que acabamos de des-
cribir,

La radiactividad urinaria se midi6 en tres milimetros de
orina no diluida y la actividad se comparé con la de 3 ml de
sangre obtenida ese mismo dia. Los resultados se expresaron
como para las heces. Estas orinas fueron obtenidas en tres
muestras de 24 horas cada una y los resultados seiialados son
el promedio de tres determinaciones.

El volumen plasmatico se midié por el método del Azul de
Evans (9) y el volumen sanguineo se calculé a partir del he-
matocrito venoso multiplicado por 0.9 (10) para corregir la
diferencia entre el hematocrito venoso y el de la sangre to-
tal. El hematocrito se obtuvo centrifugando la sangre durante
30 minutos a 3.000 revoluciones por minuto. No se utilizé co-
Ireccion para el plasma atrapado. De tal manera que el valor
B en la férmula (1) se pudo expresar en términos del porcen-
taje de la masa sanguinea que contiene la cantidad de radiac-
tividad encontrada en las heces de 24 horas.

Medicion de la radiactividad: La radiactividad se deter-
miné en un contador de centelleo tipo pozo (Nuclear modelo
3037-B).

Se demostrd varias veces que al mezclar una soluciéon a-
cuosa de cromato de sodio radiactivo de actividad conocida,
con heces de consistencia variada, bajo las condiciones expe-
rimentales presentes, no habia autoabsorcién significativa. En
la tabla I se muestran los resultados de tal experimento: apro-
ximadamente 0.9 microcuries de cromo 51 se mezclaron con
1.000 ml de agua; se tomo6 una muestra de heces duras, no
radiactivas, y se mezclé peso a peso con agua cromada en
las proporciones sefialadas en la tabla I. Como se puede ver,
solamente cuando las heces fueron mezcladas con agua en
proporcion de 2:1 se produjo una reduccién aparente del nu-
mero de recuentos esperados, en un 2,7%. En estos experi-
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mentos se conté un minimo de 20.000 golpes. En todas las otras
diluciones y en los experimentos en los cuales se utilizaron
heces normales, semi-sélidas, no hubo auto-absorciéon medi-
ble. En consecuencia, en nuestros estudios de radiactividad
fecal, cuando se obtuvieron heces duras, se llevé a cabo una
dilucion de por lo menos 1:1.

_ La cantidad de sangre en milimetros, que contiene la can-
tidad de radiactividad encontrada en las heces o en la orina
de 24 horas se expresa de ahora en adelante como “milimetros
de sangre por 24 horas” en las heces y en las orinas respecti-
vamente, Se midieron, en todos los recuentos, un minimo de
6.400 golpes para cada muestra.

Estudios en sujetos infectados por anquilostoma. Todos los
sujetos de este estudio estaban también hospitalizados en las
salas del Hospital Vargas. La mayoria de los pacientes, con
anemia moderada o sin anemia, habian ingresado por razo-
nes no relacionadas a la anquilostomiasis y el hecho de que
tuvieran huevos de anquilostoma en las heces fué¢ un hallaz-
go accidental. Los que tenian anemia acentuada si ingresaron
por lo general con quejas relacionadas a ella.

La recoleccion de las heces, la marcada de los eritrocitos
circulantes y la determinacion de la radiactividad se hizo tal
como en los enfermos no infectados. La hemoglobina se de-
terminé por el método de la Cianometahemoglobina (11), los
recuentos de huevos por el método de Caldwell y Caldwell (12).

Al final del estudio inicial de doce dias, le fué adminis-
trado a cada paciente, tres milimetros de tetracloretileno por
via oral, seguido por un purgante de sulfato de magnesio (30
gm.) dos o tres horas mas tarde. Durante los dias subsiguien-
tes se recogio la totalidad de las heces en periodos de 24 ho-
ras y se lavé con agua del chorro en una bolsa de malla fina
hasta obtener un residuo finamente homogeneizado. Se bus-
caron entonces los vermes y se recogieron individualmente
hasta que no hubiera ninguno en la preparacién. Se colocaron
luego en alcohol al 60% o en formol al 10% en un tubo de en-
sayo y en algunos casos la totalidad de los vermes fueron pe-
sados por el contador de centelleo para determinarles la ra-
diactividad. Las heces fueron recogidas y estudiadas en esta
forma hasta tanto no se encontraran vermes. Luego se estu-
dié6 un nuevo periodo de doce dias para determinar la ra-
diactividad fecal.
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Después de agitar suave pero completamente los anqui-
lostomas en el tubo de ensayo para asegurar una distribucion
uniforme, se tomé una muestra representativa de por lo me-
nos 100 gusanos o se examind la muestra total cuando habia
menos de 100. Cada animal fué aclarado con creosota e iden-
tificado para especie y sexo en el microscopio.

A pesar de que hasta ahora se habia pensado que la infec-
cion por ancylostoma duodenale no existia en Venezuela (3),
en cinco de los 20 casos examinados se encontrd ese parasito
asociado al Necator Americano (14).

En algunos pacientes en los cuales persistia un gran nu-
mero de huevos después del primer vermifugo fué necesario
administrar otra cura con Tetracloretileno y después se llevo
a cabo un tercer estudio de doce dias.

Cuando la radiactividad disminuyé por debajo de los 100
golpes por minuto por encima del fondo, se volvieron a mar-
car los glébulos del paciente.

La cantidad de sangre perdida por anquilostoma por dia
se calculé a partir de la féormula (2):

A—B
N

H =

en la cual

A = Es el promedio de sangre en las heces en milimetros por
dia, determinado a partir de un periodo de estudio de doce
dias antes de la administracion del vermifugo.

B = Es el promedio de sangre en las heces, en milimetros por
dia, determinado en la misma forma, después de la adminis-
tracién del Tetracloretileno y

N = El nimero de anquilostomas recuperado a partir de las
heces después del vermifugo administrado entre los periodos
AyB.

Para tratar de establecer una relacién entre la oviposicién
y la actividad expoliatriz de los vermes se calculé la pérdida
de sangre por 100.000 huevos por dia en igual forma.

Debido a que no se tuvo ningin caso de infeccién pura
por Ancylostome hubo que hacer un calculo burdo de la can-
tidad de sangre perdida por la accién de este parasito supo-
niendo que los Necator presentes producian siempre una pér-
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dida de sangre calculada a partir del promedio encontrado
en la infeccion pura por Necator. Es asi que:

100 B, — (3.11 X 10-* NH)

B, =

AH
en la cual
B. = la pérdida de sangre por Ancylostoma en mililitros
por dia.

B, = la cantidad total de sangre perdida debida a uncina-
rias (Necator + Ancylostoma) calculada a partir de la for-
mula 2.

3.11 X 10-2 = Promedio de sangre perdida por la accién de

cada Necator (Tabla VI) en mililitros por dia.

N = El porcentaje de Necator en la muestra estudiada.

H = El nimero total de uncinarias (Ancylostoma + Neca-
tor) recuperado.

A = El porcentaje de Ancylostoma en la muestra estudiada.

Se traté de estimar la pérdida de hierro en el tracto gastro-
intestinal aplicando la férmula

Hb X B X 3.40
QFe -
100
en donde
Qr. = miligramos de hierro perdido, por dia, en el tubo
digestivo.

Hb = la hemoglobina sanguinea en gramos por 100 milime-
tros.

B = milimetros de sangre perdidos, por dia, en el intestino.

3.40 = miligramos de hierro por gramo.de hemoglobina,

Los estudios gastrointestinales, incluyendo la visualizacion
por medio de los Rayos X de es6fago, estomago, duodeno, in-
testino delgado y colon y la rectosigmoidoscopia se hicieron en
los pacientes 1 al 6, 11, 14 y 21. Estos estudios no revelaron
fuente evidente de sangramiento. Al paciente nimero nueve
se le practicé la autopsia y tampoco fué posible ver en él cau-
sa de sangramiento aparte de la producida por la infeccién
anquilostomiasica.
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RESULTADOS

Los resultados se muestran en las tablas II a VII. En las
tablas III y IV no esta tabulada la radiactividad sanguinea de-
bido a que, con una sola excepcion, no estuvo por encima del
fondo. En el caso de M. P., Tabla IV, la sangre conté consis-
tentemente 14 impulsos por minuto por mililitro por encima
del fondo durante todo el periodo de estudio. En la tabla V
los pacientes fueron ordenados de acuerdo con la pérdida
sanguinea la cual es aproximadamente inversa a la severidad
de la infeccién, juzgada a partir del numero total de anqui-
lostomas recuperados y de los huevos que permanecen en las
heces después de la devermifugacion. En la columna 1 se
muestra el promedio de los tres primeros recuentos de huevos
en cada paciente. En la columna 2, el nimero de anquilosto-
mos recuperados de una o dos devermifugaciones. En los pa-
cientes 9, 10, 12 y 21 no se trataron de recuperar los vermes.
La columna tres representa el valor de la hemoglobina san-
guinea en la época de la admisién y la 4 la misma en el mo-
mento del estudio. Cuando los valores de estas dos iltimas co-
lumnas coinciden, se debe a que el enfermo fué estudiado muy
cerca de la fecha de admision y los dos valores son iguales.
En la columna 5 los valores representan el promedio de tres
muestras fecales de cuatro dias sucesivos cada una. Los pa-
cientes 7, 10, 11, 13, 14, 15, 17 y 19 no fueron estudiados a Ia
admisién sino después de una recuperacién parcial de la ane-
mia o, como en el caso 8, después de la reduccién de la hemo-
globina sanguinea, posiblemente debido al sangramiento pro-
ducido por los vermes. En la tabla VI, el nimero de anquilos-
tomos es el recuperado después del primer vermifugo, o sea
solamente entre los periodos A y B. En la columna marcada
“paciente” los Nos. 1 y 2 entre paréntesis indican dos estu-
dios hechos al mismo paciente: antes y después del primer
vermifugo y antes y después del segundo vermifugo, respec-
tivamente. Asi, pues, vemos catorce estudios en doce pacien-
tes.

DISCUSION

Owen, Bollman y Grindlay (15) pudieron demostrar, en
dos perros, que la mayor parte del cromo 51 que marca los
eritrocitos introducidos en el estdmago de estos animales, se
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recupera en las heces y que la mayor parte de la radiactivi-
dad excretada a partir del Cr 51 de los eritrocitos circulantes
aparece en la orina. En este respecto, el hombre parece ser
igual al perro. Por otro lado, en un perro en el cual se admi-
nistré una solucién acuosa de radiocromato por medio de una
sonda gastrica, se vi0 que aproximadamente la mitad del
cromo era absorbida; en nuestros cuatro sujetos, por el con-
trario, (Tabla IV) parece como si la absorbcion en las mismas
condiciones fuera muy escasa o nula. Ha sido sugerido (15)
que marcar los eritrocitos circulantes con Cr 51 y estudiar la
radiactividad sanguinea y fecal en forma comparada, podria
ser una manera de determinar la cantidad exacta de sangre
perdida a partir de lesiones gastrointestinales. Los mismos
autores reportaron mas tarde dos estudios de pérdida intes-
tinal en pacientes humanos (16), pero no parecen haber podi-
do determinar previamente la excrecién y la absorcién del
cromo en el humano, De acuerdo con nuestros hallazgos (Ta-
blas II, III y IV) pareceria que el método si es valido para el
humano puesto que solamente cantidades despreciables del
cromo 51 circulante ligado a los eritrocitos (promedio 1.27 mi-
lilitros de sangre por dia) se excretan en las heces (Tabla II)
v puesto que la mayor parte de la radiactividad administra-
da por duodeno o estdmago se recupera en las heces (Tablas
ITI y 1V). Indudablemente, parece haber muy poca absorcion
del cromo; atin cuando se administra por boca en forma de
cromato de sodio disuelto en agua o marcando glébulos rojos
(Tabla IV). Se pens6 que el paciente M. P. (Tabla IV) dejo
de recoger las heces en el dia 3 y que esto explicaba la recu-
peracion fecal incompleta de 59.2%, puesto que la sadiacti-
vidad ausente no aparecié ni en orina ni en sangre.

Los pacientes con anemia profunda no parecen diferir de
los que no la tienen en lo que respecta a la absorcién intesti-
nal del cromo 51 (Tabla III, pacientes M. R, J. V.y A. G.) o
con respecto a la excrecion fecal del mismo. (Tabla II, pa-
cientes L. M. y J. F.)

La mayor parte de la radiactividad que pasa a la orina,
cuando se administra el cromo por via digestiva, aparece por
Io general en el transcurso de las primeras 24 horas después
de 1a administracion del material radiactivo. Con los siguien-
tes datos no es posible asegurar que esto signifique que la ab-
sorciéon a partir de la mucosa intestinal superior sea mayor
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que la que ocurre a partir de la inferior. No es probable que
esta radiactividad represente el cromo 51 suspendido fuera de
los eritrocitos inyectados, puesto que las células se lavaron
tres veces antes de ser administradas por la via oral o por la
sonda duodenal, y puesto que la absorciéon del radiocromo
aun diluido en agua es muy pequeiia a pesar de ser signifi-
cativa (Tabla IV).

En los pacientes en los cuales se administré cromo en el
tubo digestivo, no fué posible detectar actividad en la sangre,
excepto en uno de los casos; parece pues que la poca canti-
dad de cromo 51 que se absorbe no marca los eritrocitos cir-
culantes.

De estos estudios se desprende que, dentro de ciertos li-
mites, la medida de la radiactividad fecal y su comparacion
con la radiactividad sanguinea es un método valido de cal-
cular la cantidad de sangre perdida en el tracto gastrointesti-
nal a través de una lesiéon sangrante, en pacientes en los cua-
les los eritrocitos han sido marcados con cromo 51. Por otro
lado, a pesar de que los estudios con cromo radioactivo, nos
dan con bastante precisién la cantidad de la sangre que se
pierde en la luz digestiva, no permiten informaciéon alguna
con respecto a la reabsorcién probable de los diversos com-
ponentes sanguineos por la mucosa del mismo.

La pérdida total de sangre y de hierro por paciente: La pér-
dida total de sangre puede ser considerable (Tabla V) y es
aproximadamente proporcional a la intensidad de la infec-
cién. Para obtener un valor mas exacto, en la columna que
indica la cantidad de sangre fecal (Tabla V), uno tendria que
substraer como “blanco” la pequeiia cantidad de cromo 51 que
seria excretada por el individuo en estudio si no estuviera
infectado por el anquilostoma. Tal “blanco” parece sin em-
bargo ser bastante variable de paciente a paciente (Tabla II)
Yy por esta razén no parece estar justificado el usar el pro-
medio fecal de 10 pacientes.

En los enfermos 1, 2, 3, 4 vy 6, quienes ingresaron en con-
diciones muy pobres con una hemoglobina sanguinea muy re-
ducida, la pérdida de sangre, poco tiempo después del ingre-
so (Tabla V columna 5) fué netamente mayor que después
de que los pacientes fueron tratados con hierro, dieta v trans-
fusiones. Estos pacientes seran reportados en otra oportuni-
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dad con mayores detalles (17}. Inversamente, algunos pacien-
tes que tenian una infeccién bastante intensa, sangraron re-
lativamente poco. Es asi que el paciente 17 que alojaba por lo
menos 500 vermes, s6lo perdia 7.3 mililitros por dia y el pa-
ciente 15 con, por lo menos, 609 vermes, 15.4 mililitros por dia.
El paciente 15 ingresé al Hospital con una hemoglobina de 5,2
gramos por 100 mililitros pero no fué estudiado en esas condi-
ciones, sino cuando ya se habia recuperado de la anemia y
estaba en un excelente estado de nutricion. El paciente 17 que
no tenia anemia significativa al entrar al Hospital presento
un valor de 15.0 gramos/100 en el momento del estudio. Con-
trariamente a la mayoria de los sujetos de la presente serie,
su historia nutricional era excelente. Siendo pescador y agri-
cultor al mismo tiempo comia pescado y vegetales frescos dos
veces por dia y tomaba leche también diariamente.

Los datos sobre la pérdida de hierro en la Tabla V son so-
lamente aproximados puesto que no sabemos si el hierro es
en parte reabsorbido, después de caer al tubo digestivo. En
Venezuela el promedio de ingesta diario de hierro se ha cal-
culado en los alrededores de 12 mg por dia (18). Si se supone
que de estos 12 mg, 3 a 4 se absorben (como maximo) es evi-
dente que los enfermos con una infestacidn severa se encuen-
tran en balance negativo con respecto al hierro, exceptuando
posiblemente al enfermo 17. Es interesante que solamente a-
quellos 6 pacientes (del 6 al 21) cuya pérdida de hierro se ha
calculado por debajo de 4 mg por dia sean los tinicos libres
de una anemia significativa en el momento del ingreso.

La pérdida de sangre por anguilostomo por dia: Los tra-
bajos de Wells (6) y de Nishi (7) mostraron claramente que el
anquilostomo del perro (Ancylostome Caninum), consumia
cantidades considerables de sangre. Wells llegé a medir esta
cantidad chupando dentro de un pipeta calibrada, la sangre
que eyecta por el ano el gusano fijado en el intestino de un pe-
rro anestesiado; diluyendo esta sangre en cantidades conocidas
de liquido para recuento de rojos y comparando la cantidad
asi obtenida con la que tiene por mililitro la sangre circulan-
te del perro. Concluyé que si durante las 24 horas del dia se
mantenia el mismo ritmo de succién observado durante el ex-
perimento (20 minutos), cada Ancylostoma podria llegar a
consumir 0,84 mililitros de sangre por dia. Nishi (7), valién-



ARCHIVOS VENEZOLANOS DE NUTRICION 17

dose de métodos similares, concluyé que la pérdida de sangre
por Ancylostoma por 24 horas era en promedio 0,144 mililitros
y podria ser tan alta como 0,392 mililitros si el Ancylostoma
continuaba chupando con su actividad maxima durante las
24 horas. Fuera de la hipétesis de rata de succion constante de
estos autores, se le podrian hacer otras dos objecciones im-
portantes a estos interesantes trabajos: 1.—Se sabe que el
método de recuento de globulos rojos por medio de pipetas
calibradas tienen un error intrinseco elevado y 2.—Estos re-
sultados serian aplicables solo al Ancylostoma del perro, or-
ganismo mas grande y probablemente mas voraz que el para-
sito humano, especialmente si nos referimos al Necator. Si su-
ponemos que el promedio de pérdida de sangre diaria por gu-
sano es de 0.84 ml en el parasito humano, algunos de nuestros
pacientes estarian perdiendo mas de dos litros de sangre por
dia, cifra que parece mas que improbable. Gerritsen, Heinz y
Stafford (19) usando radiohierro y métodos similares a los
descritos aqui, estudiaron tres pacientes con infeccién an-
quilostomiasica; no mencionan de qué especie son los para-
sitos pero obtuvieron respectivamente 0.026, 0.22 y 0.053 mi-
lilitros por dia por verme, valores mucho mas semejantes a
los que aqui damos. Es posible que el valor mas alto (0.22)
sea debido a la presencia del Ancylostoma duodenal. Puesto
que una cantidad desconocida de hierro es probablemente
reabsorbida, los valores de Gerritsen estin mas cercanos al
valor real de la pérdida de este elemento, mientras que los va-
lores nuestros son més representativos de la cantidad de san-
gre que se pierde en el intestino por la accién expoliatriz de
los gusanos.

La cantidad de sangre perdida varia, en los diversos pa-
cientes con infeccién pura dentro de un rango por Necator
de 1.18X10-2 y 6.35X10-2 mililitros por gusano por dia. (Tabla
VI). En cuanto al Ancylostoma duodenal (Tabla VII) parece-
ria, del ntimero limitado de pacientes que se presentan aqui,
que la pérdida de sangre debida a estos gusanos es definitiva-
mente mayor que la que se debe al Necator. Los datos que
expresan la pérdida probable por Ancylostoma no son comple-
tamente fidedignos, puesto que se supone para el fin de los
calculos que los Necator presentes en las infecciones mixtas
estan consumiendo una cantidad de sangre igual al promedio
de la que consumen en el parasitismo puro y se sabe (Tabla
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VI) que este dato puede ser sometido a variaciones conside-
rables, puesto que el porcentaje de Ancylostoma en cada pa-
ciente es generalmente bajo. En el enfermo 7 (Tabla VII) la
cifra es mas fidedigna puesto que en ella el 70% de los vermes
fueron del género Ancylostoma. Es posible que el Ancylosto-
ma, el cual es un gusano de mayor tamafio, consumo mas san-
gre que el Necator, y la cifra de 0,2 mililitros por dia por
gusano parece ser una estimacion bastante buena de su capa-
cidad de succidn.

En los casos en los cuales los anquilostomos recuperados
se colocaron en un tubo de ensayo para medirles la radiacti-
vidad, nos sorprendié encontrar que en ninguno de los tubos
hubo radiactividad mayor que el fondo. Este hallazgo indi-
caria que el anquilostomo eliminado contiene poca o ninguna
cantidad de sangre, posiblemente porque la expela por la ac-
cién del vermifugo o durante el proceso del lavado. De acuer-
do con Wells (6) varios observadores han visto que gusanos
de la especie Ancylostoma duodenale removidos del huésped
durante una autopsia expelen sangre por la boca o por el ano.

Relacion entre el niumero de huevos en las heces y la pér-
dida de sangre: La cantidad de sangre perdida por dia por mi-
116n de huevos es un promedio de 2,02 ml. =+ 1,12 para las in-
fecciones puras por Necator (Tabla VI). Existe pues “a grosso
modo” una correlacién entre la pérdida de sangre y la ovipo-
sicion, lo cual era de esperarse puesto que ambas son mani-
festaciones de la biologia del parasito y por consiguiente de-
penden del nimero de ellos y de su actividad vital.

El método que acabamos de describir para calcular la pér-
dida de sangre es interesante desde el punto de vista biolégico
pero impractico desde el de la clinica. El médico que necesita
saber la cantidad de sangre que esta perdiendo su paciente
tiene generalmente dificultades para recoger la totalidad de
las heces en periodos de cuatro dias, y mucho menos en tres
de estos periodos. Es por esto que hemos expresado el resul-
tado de los tres primeros recuentos de huevos hechos en cada
paciente en huevos por gramo de heces y se comparo este re-
sultado con la cantidad de sangre perdida por dia durante el
mismo periodo de tiempo. Se encontré que el enfermo que
perdia en promedio 2,74 mililitros por mil huevos por gramo
de heces con un rango de 0,82 a 7,14 mililitros y una desvia-
cién standard de =+ 1.50. Es evidente que el rango es bastante
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amplio, dependiendo en parte de la presencia de Ancylostoma
duodenale en algunos casos; pero el método parece ser util
para predecir en una forma aproximada la pérdida de san-
gre y para juzgar si una anemia asociada con infeccion an-
quilostomiasica se debe principalmente a ella.

Contribucion de la pérdida de sangre a la anemia de la in-
feccidn por anquilostoma: De los datos presentes no se pue-
de concluir que la hemorragia debida al anquilostomo sea su-
ficiente para explicar enteramente la anemia. Sin duda, pa-
rece existir una correlacion inversa entre la cantidad de san-
gre y la pérdida de hierro, y los valores de hemoglobina. En
ultima instancia, el que un enfermo con infeccion por an-
quilostomo desarrolle o no anemia depende probablemente
del balance entre lo que ingresa a los glébulos rojos y lo que
sale del cuerpo del paciente. Esto no implica, necesariamente,
la ingesta de hierro o la pérdida de sangre solas, sino también
otros factores como el balance nitrogenado, la buena o mala
absorcion del hierro ingerido, la destruccién de los glébulos
rojos y posiblemente la funcion regeneradora de la médula
osea. Hasta tanto no se estudien cuantitativamente todos es-
tos factores no se puede llegar a una conclusién definitiva, a
pesar de que parece ya probable, que el sangramiento si jue-
ga un papel de gran importancia, si no el mas importante, en
la génesis de la anemia asociada a la infeccién anquilosto-
miasica,

SUMARIO

1.—A dos sujetos no infestados y a seis sujetos con infec-
cién necatoriasica se les administraron, por medio de una
sonda duodenal, sus propios eritrocitos marcados con cromo
radioactivo. La recuperacion fecal fué en promedio de 96,7%
de la dosis total administrada y la recuperacién urinaria de
1,7%.

2.—FEn 10 sujetos no infestados, dos de ellos con anemia
profunda, en los cuales los eritrocitos circulantes habian sido
marcados con cromo 51, se encontré una excrecion fecal de
radiactividad muy pobre (en promedio 1,27 ml. de “sangre”
por dia). La mayor parte de la radiactividad excretada dia-
riamente aparecia en la orina (96,3% de la actividad total re-
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cuperada diariamente como promedio) en los ocho sujetos
no anémicos.

3.—Comparar la radioactividad en la sangre y en las he-
ces de enfermos con eritrocitos circulantes marcados con Cr
51 parece ser una manera rapida de estimar la pérdida de
sangre intestinal.

4—Los eritrocitos circulantes de 21 pacientes, con diver-
sas intensidades de infeccion por anquilostoma, fueron mar-
cados con cromo 51 y la pérdida de sangre intestinal debida
al anquilostomo se midié comparando la radiactividad en las
heces y en la sangre.

5.~La pérdida de sangre por dia en las heces, se encontré
que era aproximadamente de 2,0 a 251,5 mililitros; en propor-
cion aproximada a la severidad de la infeccidn.

6.—En doce pacientes con infeccién pura por Necator
americapus la pérdida de sangre por dia por verme fué en
promedio de 3,11:X 102 = 1,73 X 102 por mililitro.

7—En cinco enfermos con infeccion mixta Anquilostomo-
necator, se encontré que la pérdida de sangre producida por el
Anquilostomo duodenale podia ser calculada en los alrededo-
res de 0.2 mililitros por anquilostomo por dia.

8.—La pérdida de hierro calculada llegé a ser desde 1,2
hasta 29,1 mg/dia.

9.—Existia mas o menos una correlacion entre el nimero
de huevos en las heces y la cantidad de sangre expoliada por
el parasito. En promedio los enfermos perdian 2,74 mililitros
de sangre por dia, por 1.000 huevos por gramo de heces, con
una desviacion standard de = 1,50 y un rango de 0,82 a 7,14 mlL
Referencias.
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TABLA 1

EFECTO SOBRE LA MEDIDA DE LA RADIACTIVIDAD DE LA
MEZCLA DE Cr. 51 EN AGUA CON HECES DURAS

Radiactividad Dilucién Radiactividad % de
Cr 51 en de Cr 51 en de Cr 51 en diferencia
agua/heces agua sola heces
1:2 7,058 6,866 —2.7
1:1 7,058 7,056 0.0
1:1 7,058 7,149 +01
2:1 7,058 7,177 +0.3




TABLA II
EXCRECION FECAL Y URINARIA DE Cr. 51 UNIDO A ERITROCITOS EN PACIENTES NO INFESTADOS

Paciente Sanguinea
Sexo Diagnéstico Heces Orina Hemoglob.
ml de san-
gre/dia sanguinea /
% de la masa dia
J. s. Leishmaniasis 071 122 X 102 24.85 043 152
M cutanea
A. R. Cromoblasto- 1.05 203 X 102 38.80 0.75 15.4
M micosis
J M. Leishmaniasis 176 574 X 102 49.09 140 14.4
M cutanea
J. R. Eritema indura- 1.04 2.01 X 102 32.91 0.64 13.8
M do de Bazin
L. O. Bronconeumonia 1.54 3.45 X 10-2 28.33 0.59 12.5
F (en remisién)
M. B. Colecistitis 0.28 37.53 12.1
F crénica
A A, Eritema mul- 2.14 8.72 X 102 28.30 0.89 13.8
F tiforme
V. S. Leishmaniasis 1.79 450 X 10-2 26.82 0.67 14.0
F cutanea
I. M. Placenta previa 0.42 6.1
F (hemorragia
aguda) 4.2
J. F. Leucemia aguda 1.98
M
Average 1.27 367 X 102 33.33 0.77
Range 0.28 122 X 102 24.85 0.43
2.14 6.72 X 102 49.09 1.40
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TABLA III
PORCENTAJE DE RECUPERACION EN HECES Y ORINAS DEL Cr. 51 UNIDO A GLOBULOS ROJOS E INTRODUCIDO

Pacientes

Sexo, Presen- Porcentaje de recuperacién*
":léﬁenie’:;e_"' Hemoglobl-| Excreta Dias después de la administracién Total
toriisica |nasanguinea! estudiada 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Total acumuiativo
'Gm./ 100 ml.
AR. 154 Heces 0 -~ 95.3 - 2.0 - 0 97.3
M Orina 0.3 0 0 0 0 0 03 976
no
J.S. 15.2 Heces - 0.4 29.8 - 425 - 18.0 0.01 90.7 )
M Orina 1.3 0 0 0 0 0 0 0,2 15 92.2
no
J.A. 15.2 Heces 47 50.8 24.3 1.2 01 0 911
M Orina 0.1 01 0.1 0 0 04 915
si
P.B. 124 Heces 32.6 589 11.8 0 103.3
M Orina 0.9 0.8 0.7 24 105.7
si
M.R. 59 Heces 675 254 12.1 - 0 945
F Orina 4.1 0 0 0 12 5.3 99.8
si
J.V. 6.2 Heces 84.2 14.7 0 98.9
M Orina 0 0 0 0 98.9
si
AG, 5.4 Heces 0 835 19.0 1.0 0 0 103.5
F Orina 1.3 0.3 0.2 0 0 1.8 105.3
si
J.JM. 115 Heces 0 0 0.8 90.8 - 21 - 05 0 94.2
M Orina
si
Average Heces
Orina 96.7
1.7 98.7

® 0 = no hay radiactividad presente en la muestra.
— = no se obtuvieron heces.



TABLA IV

PORCENTAJE DE RECUPERACION EN HECES Y ORINA DEL Cr. 51 ADMINISTRADO POR VIA ORAL

Paciente Hemoglo-~ Sustancia Excrecion % de recuperacién
infeccién bina adminis- estudiada dias Total acu-
sexo sanguinea trada* Total mulativo
1 2 3 4 5 6 7T — 13 14
AP. Gm/100 ml w Heces 63.4 13.3 3.6 0.1 0.8 0 86.2
F 10.1 Orina 5.1 14 1.7 0.6 0.2 - 9.0 95.2
no
J. M. 14.4 w Heces 87.8 - 6.6 34 0.2 0 98.0
M Orina 1.3 0.3 0.2 - - 1.8 99.8
no
LR, 14.3 w Heces 0 48.0 - - - 477 01 0 95.8
F Orina 57 0.6 0.8 0.2 01 0 0 74 103.2
no
M.P. 137 w Heces 3.9 2.7 - 52.6 0 59.2
F Orina 0.6 0.3 0.1 0 1.0 60.2
no
S.B. 15.8 E Heces 35.0 38.6 15.2 0 88.8
M Orina 0.5 0 0 0.5 89.3
si
B.M. 71 E Heces 0 56.3 43.2 0.2 0 99.7
M Orina 21 0 0 0 - 21 101.8
si

* W = Solucién acuosa de cromato sédico; E =
— 0 = Ausencia de radiactividad en la muestra;

Eritrocitos lavados y marcados con Cr
— = No se obtuvieron heces



TABLA V

PERDIDA INTESTINAL DE SANGRE EN PACIENTES CON INFECCION ANQUILOSTOMIASICA

Hemoglobina sanguinea
N¢ total de Pérdida fecal | Pérdida de
Paciente Edad Sexo Huevo de an- | vermes recu- al efectuarse de sangre hierro
quilostomo perados al ingreso el estudio calculada
1.000/dia Gm./100 ml ml./dia mg./dia

1* 24 M 8,714 3,534 20 2.0 2515 17.1
2 18 F 2,983 3,043 37 6.6 99.3 223
3 14 M 6.748 1,641 7.8 9.3 92.0 29.1
4 60 M 1,639 1,121 8.8 8.8 65.0 19.5
5 36 M 1,708 1,684 3.9 3.9 57.2 7.6
6 35 M 3,281 840 3.6 89 56.1 6.7
T* 24 F 1,824 258 31 114 49.8 19.3
8* 56 M 3,511 502 10.2 71 46.3 112
9 50 M 583 49 4.9 39.6 6.6
10 38 M 2,154 20 6.9 29.2 6.9
11* 14 M 700 46 115 252 94
12 70 M 447 6.2 6.2 241 51
13 35 M 440 417 7.2 11.4 29.4 114
14* 20 F 1,662 72 5.9 9.0 189 5.8
15 14 M 609 5.2 12.0 154 6.3
16 21 M 432 189 116 116 7.8 &l
17 36 M 1,060 509 12.4 15.0 7.3 2.7
18 17 M 421 109 134 134 44 2.0
19 48 M 160 80 16.1 13.9 35 1.7
20 15 F 38 67 14.4 14.4 2.8 14
21 16 M 56 181 181 20 1.2

# Infeccién mezclada de anquilostomo duodenale-necator americanus.
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TABLA VI

PERDIDA SANGUINEA POR ANQUILOSTOMA Y LA RELACION ENTRE LA PERDIDA DE SANGRE

Y EL NUMERD DE HUEVOS EN INFECCIONES PURAS POR NECATOR AMERICANUS

Pérdida fecal de sangre

N? de pari-

Namero de huevos

periodo* periodo
Paciente sitos recupe-
A B rados A B
ml./dia 1.000/dia
2 43.17 7.36 2,586 2,983 379
2 (2) 7.36 0.96 457 379 (6
3 96.94 347 1,641 6,748 138
4 (1) 65.00 8.13 1,023 1,639 147
4 (2) 813 5.73 98 147 47
5 29.02 3.33 1,684 1,708 27
6 51.30 8.75 840 3,281 240
13 17.87 145 417 440 0
15 15.40 0.73 609
16 7.74 1.84 189 432 0
17 7.26 1.23 509 1,060 0.9
18 4.41 0.53 109 421 1
19 3.49 0.17 80 160 0
20 2.74 1.81 67 38 13
Promedio
Rango
Desviacion
standard

Pérdida de Pérdida de
sangre sangre
ml. X 10-2/ | m1./10 hue-
Necator/dia| wvos dia

1.38 1.38
1.40 211
5.69 1.41
6.35 381
2.44 2.40
1.53 1.53
5.07 1.40
3.94 3.73
241
312 1.22
1.18 0.57
3.55 0.92
415 2.08
1.39 3.72
311 2.02
1.186.35 0.57-3.73
=+-1.73 +1.12

* A = Estudio poco antes de la administracién del vermifugo; B = Estudio post-vermifugo.

92
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TABLA VII

PERDIDA SANGUINEA CALCULADA EN LA INFECCION POR ANQUILOSTOMA DUODENALE

Pérdida de sangre Pérdida probable de| N9 de anquilos- [Pérdida de sangre
Paciente Pérdida de Namero de probable causada |sangre causada por toma probable por cada
sangre* Necator por Necator anquilostoma anquilostomo
ml./dia ml./dia ml./dia ml. X 10-2/dia
1 64.18 2,987 92.90 ? 124
7 40.07 T6 2.36 37.71 182 20.72
8 29.70 453 14.09 15.61 49 31.86
11 16.72 327 1017 6.55 32 20.47
14 2.09 53 1.65 0.44 9 4.839

® Calculado segin f6rmula (1)

NOIDIYLAN dd SONVIOZINIA SOAIHDOUY
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SUMMARY

1. Two non-infected and six hookworm-infected subjects
were given their own chromiumtagged erythrocytes via a duo-
denal tube. Fecal recovery was in the average 96.7 per cent
of administered radioactivity, and urinary recovery 1.7 per
cent.

2. In ten non-infected subjects, two of them with marked
anemia, whose circulating erythrocytes had been tagged with
Cr 51, there was little fecal excretion of radioactivity (average
1.27 ml. of “blood” per day). Most of the daily excreted radio-
activity appeared in the urine (96.3 per cent of the total acti-
vity recovered daily, on the average) in the eight non-anemic
subjets,

3. A comparison of the radioactivity in blood and feces
of patients with Cr 51-marked erythrocytes appears to be a
valid way of estimating intestinal blood loss.

4. The circulating erythrocytes of 21 patients with varying
severity of hookform infection were marked with Cr 51, and
intestinal blood loss due to the hookworm was measured by
comparing stool and blood radioactivity.

5. Blood loss per day in the stool was found to range from
2.0 to 251.5 ml., in rough proportion to the severity of infection.

6. In twelve patients with pure Necator americanus infec-
tion, the blood loss per day per hookworm was on the avera-
ge 3.11 X 10-2 == 1.73 X 10-2 per ml.

7. Five patients were found to harbor mixed Necator-Ancy-
lostoma worms. Blood loss per Ancylostoma duodenale was
estimated to lie in the neighborhood of 0.2 ml, per hookworm

per day.
8. Calculated iron loss ranged from 1.2 to 29.1 mg, per day.

9. There was a rough correlation between number of ova in
the stools and amount of blood lost. On the average, patients
lost 2.74 ml per day per 1000 ova per gram of stool, with stan-
dard deviation of = 1.50 and range of 0.82 to 7.14 ml.
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ZUSAMMENFASSUNG

Zwei normalen und 6 mit Hakenwurm infizierten Patien-
ten wurden'ihre eigenen mit Chrom markierten Erythrocyten
durch Duodenalsonde verabreicht.

Es wurden durchschnittlich 96.7% der verabreichten Ra-
dioaktivitat im Stuhl und 1.7% im Urin wiedergefunden.

In 10 nicht infizierten Personen, 2 davon mit bedeutender,
Anaemie, wurden die zirkulierenden Erythrocyten mit Cr 51
markiert; es wurde im Stuhl nur eine unbedeutende Menge
von Radioaktivitidt (entsprechend 1. 27 cc. “Blut” tiglich) auf-
gefunden. Die meiste Radioaktivitat wurde im Urin gefunden
(96.3% der gesammten téglich aufgefundenen Aktivitiat bei
den 8 nicht blutarmen Personen).

Es wird geschlossen, dass ein Vergleich zwischen der Radio-
aktivitdt in Blut und Urin in Patienten, deren Erythrocyten
mit Cr 51 markiert wurden, eine niitzliche Methode der Bes-
timmung von intestinellem Blutverlust darstellt.

Die zirkulierenden Erythrocyten von 21 Patienten mit Ha-
kenwurm-infektion verschiedener Schwere wurden mit Cr 51
markiert und der Blutverlust im Darm durch den Vergleich
von Stuhl und Blutaktivitit bestimmt.

Es wurden téigliche Blutverluste zwischen 2.0 und 251.5 ce.
festgestellt, die in gewissem Verhéltniss zur Schwere der In-
fektion standen.

Zwolf Patienten mit reiner Infektion mit Necator ameri-
canus hatten tigliche Blutverluste die durchschnittlich 3.11 X
102 += 1,73 X 10-2 cc. pro Parasit entsprachen.

In 5 Patienten wurden gemischte Infelitionen mit Necator
und Anquylostomum festgestellt. Der Blutverlust pro Anquy-
lostomum duodenale wurde auf 0.2 cc Blut/Tag geschitzt.

Der errechnete Verlust an Eisen war 1.2-29.1 mg/Tag. Es
wurde eine grobe Beziehung zwischen der Anzahl von Eiern
im Stuhl und dem Blutverlust festgestellt. Durchschnittlich
war dieser 2.74 cc/Tag/1000 Eier/gr Stuhl, mit Schwankungen
von 0.82 cc. - 7.14 cc.
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