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Gabriele Zu Rhein (1920-2016), una neuropatéloga longeva.
De la leucoencefalopatia multifocal progresiva a la demencia
por micoplasma
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RESUMEN

Unos pocos anos después de finalizar la Segunda Guerra Mundial, la médica alemana Gabriele Zu Rhein emigré
a Estados Unidos, donde desarrollé una fecunda carrera profesional como neuropatéloga de la Universidad de
Wisconsin-Madison. Tuvo una formacion autodidacta y disfruté de la colaboracion interdisciplinar con otros
especialistas, como virélogos, neurdlogos, pediatras y veterinarios. Durante mas de cinco décadas dedicé de
manera incansable una parte importante de su tiempo a la investigacién, en la que primaron su dominio de
la naciente microscopia electrénica y su interés por la neurovirologia. Los grandes hitos de su carrera fueron
sus trabajos sobre la leucoencefalopatia multifocal progresiva y el descubrimiento del virus JC, la produccién
de tumores por este virus en animales de experimentacion, sus estudios sobre la encefalopatia transmisible del
vison vy, al final de su vida profesional, las investigaciones sobre la demencia por micoplasma. También fue una
experimentada neuropatologa general, destacando en la investigacion de enfermedades congénitas que cursan

con discapacidad psicomotora y en el estudio de la patologia viral del sistema nervioso.
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Introduccion

Gabriele Zu Rhein (1920-2016), alemana de origen no-
ble, pudo sortear los inconvenientes que suponian es-
tudiar medicina durante la Segunda Guerra Mundial
y trabajar posteriormente en un pais desolado por la
contienda. Cuando fue consciente de que no tenia pers-
pectivas de evolucionar profesionalmente si no emi-
graba, marché a Estados Unidos. Alli se integr6 en la
Universidad de Wisconsin-Madison como neuropatélo-
ga, en un medio donde primaban el interés por la experi-
mentacion animal y la colaboracién interdisciplinar. Sus
grandes logros fueron el estudio de la leucoencefalopatia
multifocal progresiva (LMP), la encefalopatia transmisi-
ble del visén vy, al final de su vida cientifica, la demencia
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por micoplasma. Para ello fue esencial su dominio de la
microscopia electrénica, una técnica que se encontraba
en sus comienzos cuando llego al pais norteamericano.
Como neuropatologa general brillé en el estudio de en-
fermedades congénitas relacionadas con el desarrollo
psicomotor y de infecciones virales del sistema nervioso.
Mantuvo una estrecha colaboracion con virélogos, neu-
rélogos, pediatras y veterinarios de su centro y de otros
lugares. Siempre estuvo dispuesta a interactuar con otros
neuropatélogos que le consultaron o a quienes pidié
consejo.

Material y método

Se realiza una extensa busqueda bibliografica en diferen-
tes idiomas relacionada con la vida y obra de Gabriele
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Figura 1. Gabriele Zu Rhein con Willibald Scholz, en el centro, y otros
miembros del Instituto Max Planck de Psiquiatria hacia 1947".

Zu Rhein. Se investigan especialmente los aspectos bio-
graficos, la historia del descubrimiento de la LMP y el
virus JC, y sus estudios sobre las encefalopatias espon-
giformes, sin dejar de lado la globalidad de su carrera
profesional y cientifica.

Desarrollo
Una baronesa de Baviera

La familia paterna de Gabriele era originaria de Basilea,
donde residieron en el siglo XII sus primeros integran-
tes conocidos. Entre ellos destacaron caballeros, gober-
nantes y principes obispos. Antes de la reforma protes-
tante se trasladaron a Alsacia y, cuando iba a comenzar
la Revolucién Francesa, a Alemania. Su padre, que era

militar y estudio leyes, trabajé al servicio de la casa real
de Baviera, que se opuso al régimen nazi. Su madre pro-
cedia de una familia catdlica de la region del Rin'.

Marie Gabriele Freiin Zu Rhein, hija de Ludwig y Marie
Therese, llegd al mundo en Munich el 5 de abril de 1920.
Era baronesa, Freiin en aleman, desde su nacimiento.
Tuvo dos hermanos, Michele, afecta de un sindrome de
Down, que murié en plena infancia, en 1926, y Hans,
que era diez ainos menor que ella. Entre 1930 y 1939 asis-
ti6 al Gymnasium der Englische Fraulein de Munich, en
el que recibié una enseianza catélica y aprendid inglés,
contando con excelentes profesores. Alli nacié su interés
por la medicina. También recibié una formacion musical
y era aficionada a las practicas deportivas'.

Estudi6 medicina en la Ludwig-Maximilians Universitat
de Munich (1939-1945). Los afios preclinicos coincidie-
ron con el estallido de la Segunda Guerra Mundial. Su
profesor favorito fue el biélogo Karl von Frisch. Durante
los aflos clinicos se interesé por la etiopatogenia de las
enfermedades y le gustaba mirar por el microscopio que
le compré su padre'

En 1943, cuando comenzaron los bombardeos aliados
sobre Munich, su vida cambi6 y se orientd hacia la su-
pervivencia. Una bomba destruyé el refugio donde se
encontraba instalada su familia y se trasladaron al pozo
de una mina del cercano valle de Isar, desde donde acu-
dia en bicicleta a la universidad. Se gradu6 en abril de
1945, pero no se pudo doctorar hasta 1953, poco antes
de emigrar a Estados Unidos'.

Cuando termind la carrera fue contratada por su pro-
fesor de patologia, Ludwig Singer, para que se formara
como patdloga en el laboratorio del Hospital Municipal
de Schwabing, el tnico que habia quedado intacto en
Munich tras la contienda. En julio de 1945, el cuerpo
médico del Sexto Ejército de Estados Unidos ocup6 su
hospital y Maurice Lev, jefe del laboratorio del nuevo
98° Hospital General, la contraté como patdloga du-
rante ocho anos con la categoria de jefa asistente del
Servicio de Laboratorio, ya que dominaba el inglés y
estaba politicamente limpia. Alli aprendié de profesio-
nales norteamericanos y alemanes, entre ellos el neu-
ropatologo Willibald Scholz (1889-1971), director del
cercano Instituto Max Planck de Psiquiatria, sucesor de
Alzheimer y Spielmeyer® (figura 1). Gabriele tenfa en-
comendadas las tareas de realizar autopsias, informes
quirdrgicos y participar en las reuniones clinico-pato-
légicas. El hospital disponia de una pequefia pero bien
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surtida biblioteca, que contaba con las tltimas ediciones
de libros y revistas médicas. Fueron afios felices en los
que no sufri6 ningun tipo de discriminacion por ser ale-
mana o mujer'.

En 1953, cuando el hospital descendié de categoria y se
redujo el volumen de trabajo, Gabriele se planted emi-
grar. Sus padres habian muerto y las ofertas de trabajo
en Alemania eran escasas. Su amigo Alfred Evans, que
habia trabajado con ella en Munich, se acababa de incor-
porar como profesor de epidemiologia a la Universidad
de Wisconsin en su sede de Madison y la recomend¢ a
Murray Angevine, jefe del Departamento de Patologia
del centro, quien le ofrecié un puesto como instructo-
ra. Gabriele adquirié un microscopio Leitz Ortholux y
se embarco en el SS Olympia hacia Nueva York, adonde
lleg6 en la Nochevieja de 1953"2

El pequeiio Departamento de Patologia de la Universidad
de Wisconsin-Madison estaba formado mayoritaria-
mente por personal extranjero y ella fue la tinica mujer
del grupo durante 17 afios. Angevine era conocido por
su interés hacia la patologia experimental. Consideraba
que el diagndstico de las enfermedades humanas era algo
secundario porque no se esperaba que aportase mucho
progreso cientifico. Quien no trabajase con ratas, coba-
yas o perros, era catalogado como miembro de una casta
inferior. Asignaron a Gabriele la practica de autopsias y
la docencia de los estudiantes de medicina. Su gran opor-
tunidad llegé poco después, cuando se marcho el profe-
sor que realizaba los exdimenes del cerebro y Angevine le
pidi6 que lo reemplazara. Le dijo: “Los alemanes tenéis
buena reputacién como neuropatélogos, ;por qué no lo
haces? Los otros saben menos que ta”*2.

La neuropatologia como subespecialidad de la patologia
era una novedad en 1954 y tuvo que ser autodidacta. Para
ello dispuso en la biblioteca de la Facultad de Medicina
del tratado de enfermedades del sistema nervioso de
Scholz en siete volumenes publicado por Springer-
Verlag en 1955-1958, con la mayoria de su contenido
escrito en aleman, que solo leia ella. A esta obra pudo
sumar poco después los libros Neuropathology, de ].G.
Greenfield, y Pathology of tumours of the nervous system,
de Russell y Rubinstein, que aparecieron en 1958-1959.
También cont6 con la amistad del jefe del Departamento
de Neurologia, Hans Reese, alemén como ella, que le
proporciono libros y revistas, y permitié que su técni-
co de laboratorio le ayudara en las tinciones especiales
del sistema nervioso. Con ella rotaban los residentes de

patologia, neurologia y neurocirugia. Ademas, impartia
clase a los estudiantes de medicina, veterinaria, enferme-
ria y farmacia. Su carrera en la universidad duré 41 afos,
hasta su jubilacién en 1995

El material para las autopsias procedia del Hospital
Universitario, el Central Wisconsin Colony and Training
School para discapacitados intelectuales de Madison y
de consultas de otros centros de todo el estado. No era
responsable de los especimenes quirtrgicos, pero los
podia revisar si era preciso'. También mantenia una es-
trecha relacién con el potente Departamento de Ciencia
Veterinaria de Carl Olson, que disponia de un micros-
copio electrénico y contaba con grupos de investigacion
en papilomavirus, scrapie y la encefalopatia transmisible
del visén®.

En 1956 conocié al microbidlogo y veterinario Duard
Walker, con quien estableceria una larga y fructifera
colaboracion. En ese afo publicaron como la exposi-
cién prolongada al frio hacia que la infeccion del virus
Coxsackie en el ratén adulto, que normalmente provoca-
ba efectos localizados, se generalizase y resultase fatal. Lo
atribuian al papel del frio como agente de estrés*.

Gabriele pronto desarrollé un interés especial por las
enfermedades virales y le llamd la atencion la encefalitis
necrosante aguda a raiz de tres pacientes estudiados en-
tre 1957 y 1960. El primer caso tuvo lugar después de un
traumatismo craneoencefalico, en el que el hallazgo de
los cuerpos de inclusidn tipicos orientd hacia la enfer-
medad herpética®. Este interés por las enfermedades vi-
rales era compartido por el joven becario de la National
Multiple Sclerosis Society (NMSS) Shi-Ming Chou,
mas conocido como Sam Chou, quien en 1959 se unié
al Departamento de Patologia en calidad de estudiante
postdoctoral®.

La leucoencefalopatia multifocal progresiva

En el otofio de 1962, Gabriele Zu Rhein recibié la con-
sulta de un patdlogo de un hospital de las afueras de
Madison sobre el caso de una mujer de 33 afios con lupus
eritematoso que fallecio después de varias semanas de
una enfermedad neurolégica progresiva. En el cerebro se
apreciaba una patologia desmielinizante multifocal con
presencia de astrocitos gigantes de aspecto tumoral y
gran numero de oligodendrocitos con nucleos agranda-
dos. Como no sabia lo que era, mostro las preparaciones
a Sam Chou y ¢l le ensefi6 los articulos sobre la LMP de
Astrom y cols.® de 1958 y de Richardson’ de 1961. No
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dudaron de que su caso era uno de los menos de 30 que
se conocian de esta enfermedad. Tan solo dos meses mas
tarde practicaron la autopsia de una mujer de 67 aios
con una larga historia de bronquitis que desarrollé un
trastorno neuroldgico que evoluciond durante siete me-
ses, en cuyo cerebro se apreciaba una extensa desmielini-
zacion y la citopatologia caracteristica de la LMP. En esa
época Gabriele trabajaba con los estudiantes induciendo
tumores cerebrales en pollos con el virus del sarcoma de
Rous?.

En 1958 Astrém, Mancall y Richardson habian descrito
tres casos de una enfermedad neuroldgica progresiva a
la que le dieron el nombre de LMP, indicando su cur-
so clinico y la patologia macroscopica que presentaba®.
También encontraron cinco casos mas publicados pre-
viamente. Los hallazgos patoldgicos en los nucleos de los
oligodendrocitos sugirieron a Cavanagh®, en 1959, y a
Richardson’, en 1961, una etiologia viral y apuntaron a la
necesidad de estudiar material fresco procedente de au-
topsias™'®. Este trastorno aparecia habitualmente en pa-
cientes con enfermedades crdnicas causantes de una dis-
minucién de la respuesta inmunoldgica del organismo*.

Gabriele Zu Rhein y Sam Chou decidieron estudiar el
misterio de los oligodendrocitos anormales de la LMP
investigando los tejidos que habian fijado con formol dos
afios antes mediante el microscopio electrénico adquiri-
do por el Departamento de Patologia en 1963. Chou, que
habia aprendido a utilizar el que poseia el Departamento
de Ciencia Veterinaria, fue uno de los primeros en usar-
lo*>'". Los primeros modelos de microscopio electréni-
co en sus modalidades de transmision y barrido fueron
creados en la década de 1930 y su comercializacion se
desarrolld en los afos cincuenta y comienzos de los
sesenta.

El 7 de agosto de 1964 hallaron unas particulas intranu-
cleares de forma redondeada y otras filamentosas que
podian ser viriones del tipo polioma. Por entonces no se
conocia ningin poliomavirus humano. Estas imagenes
le recordaron a Zu Rhein las que habia contemplado en
mayo de 1964 durante la presentacion de la tesis docto-
ral de un estudiante del doctor Olson, “La citologia del
papiloma oral canino’, que mostraba micrografias elec-
tronicas de nucleos celulares con viriones agregados y
dispersos. En la lista de referencias de la tesis encontro el
articulo de Joseph Melnick publicado en 1962 en Science
“Papova virus group™?, en el que combinaba los virus
papiloma y los ligeramente més pequeios polioma para

definir un grupo de virus ADN oncogénicos capaces de
producir infecciones latentes. Este potencial oncogénico
podia explicar las formas anormales de los astrocitos y su
penetracion en la profundidad del cerebro, a diferencia
de los papilomavirus>!'.

En el Montefiore Hospital

En 1964 Murray Angevine le concedié a Gabriele un
aflo sabatico y Hans Reese le asegurd la estancia en el
laboratorio de neuropatologia de Harry Zimmerman del
Montefiore Hospital del Bronx. Antes de partir, enseii6
neuropatologia a Sam Chou para que le sustituyera y de
él aprendi6 microscopia electrénica’.

A principios de septiembre se present6 en el Montefiore
con muestras de una extensa esofagitis con cuerpos
de inclusion intranucleares de posible origen herpé-
tico, que mas tarde confirm¢, y las de la LMP. Cuando
Zimmerman vio esas imagenes de la LMP se apresur6 a
afladirla como oradora en el programa del simposio de la
Association for Research in Nervous and Mental Disease
que iba a tener lugar en diciembre sobre infecciones del
sistema nervioso, del que era coordinador en calidad de
presidente de la organizacion. Gabriele tuvo que estudiar
a fondo virologia, biologia celular, oncologia y lo que se
conocia de la LMP"?,

El 5 de diciembre, con Albert Sabin y otros virélogos
ilustres, asi como Sam Chou, entre el publico, Gabriele
presento sus dos casos, explicando que los viriones te-
nian las mismas caracteristicas que los poliomavirus del
grupo papovavirus, sugiriendo que eran los causantes de
la LMP. Le sigui6 Lucien Rubinstein, de Stanford, que
present6 un caso similar. Sabin, que se encontraba entre
los moderadores, tom¢ el control de la sesion y les ata-
c6 con vigor. Refirié el trabajo de Zu Rhein como muy
lamentable y rechazé la idea de que se pudiera identi-
ficar a un virus por la evidencia morfoldgica. “Esto es
deplorable, todo el mundo piensa que todo es un virus.
No se puede decir que haya pruebas morfolégicas de un
virus’, y respecto a las micrografias electrénicas: “Esto
es una buena manera de no interesar a un virélogo”
Rubinstein contrarrest6 alegando que todos los micros-
copios electronicos deberian ser tirados a la basura si
el doctor Sabin estaba en lo cierto. Sabin coment6é mas
tarde: “Ella cree que hay verrugas en el cerebro’, ya que
en aquella época el virus de las verrugas humanas era el
Unico papovavirus conocido como causante de una en-
fermedad humana. Durante la comida también explicé a
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Figura 2. Gabriele Zu Rhein con Sam Chou en la Reunién Anual de la American Academy of Neurology de 1966'.

otro comensal: “;Sabe, doctor? Si toma un trozo de ma-
dera, lo talla, lo pinta y lo pule, eventualmente parecera
una manzana. A pesar de ello, después de la sesion Zu
Rhein recibié muestras de apoyo por parte de diversos
cientificos. Cuando afos mas tarde se publicaron los
Proceedings del simposio, la intervencion de Sabin apa-
recié de una manera mas edulcorada®'’.

Anticipando un retraso en la aparicion de los Proceedings,
Zimmerman urgié a Gabriele para que enviara su tra-
bajo a Science, donde aparecié firmado por ella y Sam
Chou en marzo de 1965, cuatro meses después de su
presentacion en el simposio. Pronto colabord con ellos
Allan Howatson, del Instituto del Cancer de Ontario, in-
teresado por la ultraestructura del virus de las verrugas
y los poliomavirus, que habia logrado analizar detalles

de las capsides virales utilizando el método de tincién
negativa. Los resultados que obtuvieron en tres casos de
LMP apuntaban a un poliomavirus semejante al virus
SV40. Reconocian que el término virion habia sido pro-
puesto para definir entidades con claras caracteristicas
de virus, fuesen o no bioldgicamente activos, reservando
el término de virus solo cuando se hubiese establecido
la infectividad®’. Chou presentd un poster en la reunién
anual de 1966 de la American Academy of Neurology en
el que se comparaban los viriones de sus micrografias de
un paciente con LMP del Montefiore Hospital con las de
Howatson del poliomavirus del rifion del raton, que eran
muy semejantes' (figura 2). También hallaron lesiones
caracteristicas de la LMP con presencia de los viriones
en casos subclinicos® (figura 3).

91



M. Marco Igual

Figura 3. Micrografias electronicas de una LMP. A) Nucleo glial con la mayor
parte de su cromatina reemplazada por viriones esféricos, diseminados
o agregados en cristales. Las flechas senalan estructuras filamentosas
ocasionales. B) Detalle del mismo nticleo con patrones similares esféricos
y alargados. C-E) Cristales con diferentes patrones con desenfoque focal de
la imagen debido a la superposicion de particulas. Contorno hexagonal y
lucidez central de algunas particulas®.

Finalmente lograron el reconocimiento nacional e in-
ternacional de sus hallazgos y Joseph Melnick solicitd
a Gabriele un articulo de revisién destinado a la revis-
ta Progress in Medical Virology, que se publicé en 1969,
para el que recogi6 27 casos de LMP en los que se habian
demostrado viriones de papovavirus'’. En aquella épo-
ca los datos de estudios bioldgicos sobre la enfermedad
eran escasos debido a su rareza®.

Descubrimiento del virus JC

Durante la reunién anual de la American Association
of Neuropathologists (AANP) de junio de 1965, Harvey
Shein present¢ el crecimiento del poliomavirus SV40 en
cultivos celulares de espongioblastos y astrocitos feta-
les humanos (PHFG, primary human fetal glial cells). A
Gabriele le fascind el efecto citopatico dual de necrosis
de los espongioblastos y de la transformacion de los as-
trocitos, semejante a lo que ocurre en la LMP. Se propuso
utilizar el mismo sistema para aislar el poliomavirus de
esta enfermedad, lo que le obligaba a disponer de tejido
fresco del cerebro de los pacientes>”. Para conseguirlo
colabor¢ con el virélogo Duard Walker, a quien conocia
desde 1956, y Billie Padgett, una experta en poxvirus,
empleando la metodologia de Shein (figura 4)".

En marzo de 1967, una hematologa del Veterans
Administration Hospital de East Orange, Nueva Jersey,
consulto a Gabriele Zu Rhein el caso de un paciente con
la enfermedad de Hodgkin y clinica de LMP que habia
sido diagnosticado mediante una biopsia cerebral. El en-
fermo fallecié un domingo de enero de 1968 y ese dia
Gabriele vol6 a East Orange y practico la autopsia ce-
rebral, hallando lesiones compatibles con la LMP. Tomé
muestras para virologia y patologia y a medianoche llegd
a Madison, donde le esperaba Duard Walker en la sala
de autopsias. Con el tejido en mano, pronto demostraron
que contenia los viriones que ya conocian, pero los culti-
vos resultaron negativos'.

En junio de 1970, Zu Rhein recibi6 un corte histologi-
co de la biopsia cerebral de John F. Cunningham, afecto
de una enfermedad de Hodgkin y déficits neuroldgicos
progresivos, que era paciente del hematologo Bertram
Dessel del Veterans Administration Hospital de Wood,
en el drea de Milwaukee, quien conocia el interés de la
neuropatologa por la LMP. Cunningham fallecié un do-
mingo de junio de 1970 y Zu Rhein viajé hasta alli en
automdvil acompanada de Walker con el fin de obtener
muestras frescas del cerebro para cultivo de tejidos. En
el microscopio electronico volvieron a observar viriones
de tipo polioma, principalmente en las células oligoglia-
les, y astrocitos con nucleos atipicos, como en el enfermo
de East Orange. En este caso Padgett modificé la técnica
de cultivo de Shein para aumentar la produccion de es-
pongioblastos, los precursores de los oligodendrocitos,
principal diana del virus en la enfermedad. Utilizando
esta técnica, el virus crecid el 24 de marzo de 1971.
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Figura 4. De izquierda a derecha, Billie Padgett, Duard Walker y Gabriele Zu Rhein, en 1988".

Lo denominaron virus JC en honor a John Cunningham.
Ese dia tuvieron un recuerdo especial para Albert Sabin.
Eventualmente, con este método Padgett también lo-
gré cultivar el virus del cerebro del paciente de East
Orange!>'%%,

Publicaron su hallazgo del virus JC en un numero de
Lancet del mes de junio®, en el mismo en que Gardner
y cols. comunicaban el aislamiento de otro poliomavirus
humano, el BK, procedente de la orina de un trasplantado
renal'®. Asi identificaron el virus JC como causante de la
LMP, una enfermedad oscura que en las décadas siguien-
tes se hizo prevalente debido a la pandemia del SIDA y la
extension de los tratamientos inmunosupresores®.

Hasta 1976 aislaron este virus en siete casos de LMP. Para
entonces ya se habia demostrado su presencia en 20 oca-
siones, siendo indistinguible del virus original, que no
crecia en otros medios de cultivo de células humanas di-
ferentes del PHFG o en los de células de mono's.

También estudiaron las diferencias antigénicas y morfo-
légicas de los poliomavirus JC, BK y SV40. Compararon
las caracteristicas del antigeno T que comparten estos vi-
rus, que estan ligadas a su oncogenicidad*. Asimismo,
observaron que todos los poliomavirus poseen otro an-
tigeno comun localizado en el polipéptido mayor de la
capside (VP1) que persiste durante varios afos, con lo
que los virus podian ser detectados de manera rutinaria
en las muestras de tejidos?.
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El virus JC en oncologia

Después del éxito en el aislamiento del virus JC, Gabriele
Zu Rhein se concentr6 en el estudio de su patogenicidad
en animales. Para ello recibié una beca de los National
Institutes of Health (NTH) como investigadora principal,
contando con la colaboracién de Robert Eckroade y John
Varakis, entre otros. Teniendo en mente el éxito que se
habia logrado previamente con el virus SV40 en la in-
duccidn de tumores cerebrales en hamsteres, decidieron
utilizar este roedor. Disfrutaban de muchas facilidades
en la Universidad de Wisconsin, especialmente de su co-
laboracion con el Departamento de Ciencia Veterinaria,
que poseia una red de granjas y un centro de investiga-
cién de primates'.

En la década de 1970 ya se habia descubierto que los
humanos son huéspedes naturales de dos poliomavirus,
el JC y el BK, que provocan infecciones cripticas en la
infancia. También se aislé una variante del SV40 en dos
casos de LMP y se le denomind SV40-PML*. Se induje-
ron tumores en el hamster dorado con los virus JC, BK,
SV40 y SV40-PML. El virus JC era particularmente no-
table por ser un potente inductor de diferentes tumores
del sistema nervioso, como meduloblastomas, tumores
neuroectodérmicos no diferenciados, glioblastomas,
ependimomas, pineocitomas, neuroblastomas y menin-
giomas. En contraste, el virus BK y el SV40-PML solo los
inducian en la superficie ventricular, en forma de papilo-
mas de plexos coroideos y ependimomas™*.

En una investigacion publicada en 1973 en Science® in-
yectaron el virus JC por via intracerebral y subcutdnea
a hamsteres recién nacidos. Al concluir el experimento
tras seis meses de seguimiento, habian aparecido tumo-
res cerebrales en el 83% de esos roedores, predominando
los meduloblastomas y glioblastomas supratentoriales
con localizacion preferente en el cortex cerebral y el ta-
lamo, y dos ependimomas papilares, de los que recupe-
raron el virus. En la mayoria de los cerebros coexistian
varios tumores, no raramente de diferente tipo histolo-
gico. Muchas células tumorales cultivadas contenian un
antigeno intranuclear similar al antigeno T de los pa-
povavirus. También presentaron sus hallazgos en la re-
union de 1973 de la AANP vy recibieron el premio a la
mejor comunicacion"*. Asimismo, fueron los primeros
en inducir experimentalmente un pineocitoma, en este
caso en un hamster adulto®, aunque también lo induje-
ron mas tarde en hamsteres recién nacidos®.

Zu Rhein y Varakis concluian que el virus JC producia en
el hamster meduloblastomas, ependimomas, astrocito-
mas, gliomatosis, neuroblastomas centrales y periféricos,
neuroblastomas olfatorios, retinoblastomas, pineocito-
mas, carcinomas de hipéfisis, schwannomas malignos,
sarcomas meningeos, angiosarcomas de corazén y tes-
ticulos y leiomiosarcomas géstricos. Algunos fenotipos
de tumores se relacionaban con la edad de inoculacién.
La tasa de induccién en hamsteres recién nacidos osci-
laba desde un 10%, cuando eran inoculados por via pa-
renteral, hasta un 80-95%, si lo hacian por via intrace-
rebral. Gabriele incluyé algunos de estos resultados en
su Presidential Address de la AANP de 1977, con el tema
de “Papovavirus y neuropatologia™. En la actualidad, la
denominacién de papovavirus ha quedado obsoleta y ha
sido reemplazada por la de dos nuevas familias, los papi-
lomavirus y los poliomavirus®.

También probaron la susceptibilidad de los primates no
humanos frente al virus JC inoculdndolo en el cerebro
de cuatro monos buho, de los que dos fallecieron a cau-
sa de un astrocitoma tras latencias de seis y 25 meses.
Escogieron esta especie de monos del nuevo mundo
porque mostraba una baja exposicion al virus JC, con
anticuerpos bajos o indetectables. También provocaron
astrocitomas en monos ardilla. Hasta entonces no se ha-
bian inducido tumores cerebrales en estas especies’***.

En el caso del hamster, la hipdtesis de Zu Rhein y Varakis
era que, durante el periodo neonatal, células mitdtica-
mente activas de la capa granular externa del cortex son
infectadas por el virus y posteriormente emigran a la
capa granular interna con los genes virales integrados en
su ADN, tras lo cual a los cinco meses de edad expe-
rimentan una transformacién tumoral. En este modelo
aparecia una elevada incidencia de meduloblastomas
cerebelosos®*.

El virus JC se convirtid en el dnico virus desencadenan-
te de tumores polioncogénicos del sistema nervioso y el
primer virus humano capaz de inducir tumores sélidos
en primates. En cambio, ni en hdmsteres ni en monos
btho observaron una enfermedad desmielinizante se-
mejante ala LMP. El deseo de Zu Rhein era que las inves-
tigaciones sobre este virus contribuyeran a profundizar
en el conocimiento de los tumores cerebrales humanos?.

Estudios de anticuerpos sugieren que la infeccién por
el virus JC es muy comun en humanos y aparentemente
sucede en la temprana infancia. Estd en discusion si tu-
mores de nuestra especie como el meduloblastoma o los
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Figura 5. A) Microscopia electrénica de la porciéon mayor de una placa de kuru del cortex cerebeloso (magnificacion x13 700).
B) Porcion periférica de la placa revelando su composicién fibrilar (x48 200). C) Algunos haces de fibras seccionados
transversalmente (x92 000)32.

tumores gliales y el cancer de colon estan relacionados
con el virus, cuya oncogenicidad se ha ligado a su anti-
geno T y la relacion que mantiene con proteinas regula-
doras del ciclo celular como la p53, y con la activacion
de proteinas antiapoptéticas. También se ha implicado
a la agnoproteina, otro de los componentes del virus. En
2019 se conocian 15 poliomavirus diferentes que afec-
tan a la poblacion humana, cuatro de ellos causantes de
enfermedades en pacientes inmunocomprometidos. Son
los virus JC, causante de la LMP y la neuronopatia de cé-
lulas granulosas, el BK, que provoca cistitis hemorragica
y nefropatia intersticial, y los poliomavirus de las células
de Merkel y la tricodisplasia espinulosa. Todos ellos son
transmitidos independientemente unos de otros, con di-
ferentes riesgos de exposicion y reexposicion a lo largo
de la vida?”*..

El kuru

En el otonio de 1966, Gabriele Zu Rhein asistié a un
simposio sobre virus lentos organizado por la NMSS en
los laboratorios de las Montafias Rocosas de Hamilton,
Montana. Virdlogos, patologos, epidemidlogos y neu-
rélogos se reunieron para discutir sobre enfermedades
que se crefa que eran causadas por virus lentos, como la

panencefalitis esclerosante subaguda, la LMP, el scrapie
y el kuru, en un tiempo en el que atin no se habia desa-
rrollado el concepto de neurovirologia ni tampoco el de
priones. El reciente desarrollo que habia experimentado
la microscopia electrénica incrementaba la lista de can-
didatos a virus lentos">*.

En noviembre de 1966, Gabriele recibio piezas del teji-
do cerebral fijado en formol de una nina de 12 afios con
kuru enviadas por Michael Alpers, de los NIH, para que
las estudiase por microscopia electronica. A ella le inte-
resaba encontrar particulas virales en esta enfermedad
transmisible y describir la ultraestructura de las placas
de kuru. Desde 1960 habia seguido estrechamente las
publicaciones generadas sobre el tema’.

En mayo-junio de 1967, Gabriele asistié al simposio
“Patogénesis y etiologia de las enfermedades desmieli-
nizantes”, celebrado en Locarno, Suiza. En la reunion ha-
bl6 de la LMP y también de sus hallazgos sobre el kuru.
Presenté 189 micrografias de microscopia electrénica,
en las que describio la estructura de las placas de kuru
en el cerebelo (figura 5). Posteriormente ya no volvi6 a
colaborar con investigadores de esta enfermedad y mo-
dific6 su atencion hacia la encefalopatia transmisible del

95



M. Marco Igual

visén, otro trastorno relacionado con virus lentos no
convencionales®?.

En 2007, durante una reunion celebrada en Londres para
conmemorar el cincuentenario del descubrimiento del
kuru, se reconocié que Gabrielle Zu Rhein habia realiza-
do en 1967 las primeras micrografias electrénicas de la
neuropatologia de esta enfermedad?®.

Encefalopatia transmisible del vison

Enla década de los setenta, Gabriele Zu Rhein se interesd
por la encefalopatia de los visones de rancho, que sufrie-
ron tres epidemias en Wisconsin durante los afios 1947,
1961y 1963. Se asumio que era originada por el consumo
alimentario de productos de ovejas con scrapie, una en-
fermedad que guardaba analogias con las enfermedades
humanas de Creutzfeldt-Jakob y el kuru. Ella coopero
con miembros del Departamento de Ciencia Veterinaria,
formando un grupo de estudio de “Infecciones virales
cronicas del sistema nervioso’, con Robert Eckroade y
otros colaboradores. La encefalopatia transmisible del
vison le supuso un gran reto intelectual, ya que no habia
visto nada igual en patologia. Su cometido era la practica
de los estudios neuropatoldgicos, en los que tomé miles
de micrografias de especimenes de diferentes animales,
sobre todo de visones. En aquel periodo se encontraba
muy ocupada simultaneando estas investigaciones con
las de la LMP**.

Las epidemias cursaban con una morbilidad alta y limi-
tada a los visones adultos, que sufrian un trastorno pro-
gresivo restringido al sistema nervioso central asociado
a una degeneracion espongiforme de la sustancia gris
cerebral y un curso inexorablemente fatal. La enferme-
dad provocada experimentalmente estaba precedida por
un periodo de incubacién prolongado de varios meses y
duraba desde pocos dias hasta seis semanas®*.

Los investigadores indujeron una encefalopatia espongi-
forme progresiva fatal en el cerebro del vison inoculando
una suspension de tejido cerebral de oveja con scrapie.
La clinica y las lesiones neuropatoldgicas eran indistin-
guibles de la encefalopatia transmisible del vison tipica.
Sugirieron que esta enfermedad era una forma de scrapie
resultante de la ingesta por el vison de tejidos de oveja
infectados™.

En la microscopia 6ptica del cerebro del vison se obser-
vaba una polioencefalopatia espongiforme con vacuo-
las localizadas principalmente en el neuropilo y alguna

ocasional en los cuerpos de las células nerviosas. Las va-
cuolas estaban vacias, aunque algunas contenian restos
amorfos. Las lesiones predominaban en el cortex cere-
bral, estriado, diencéfalo y mesencéfalo. Se asociaba con
una extensa proliferacion e hipertrofia de astrocitos en
las areas de intensa vacuolizacion®.

Asimismo, inocularon por varias vias el agente de la en-
cefalopatia transmisible del visén a varias especies de
vertebrados, con diferentes resultados clinicos y neuro-
patologicos no superponibles a los obtenidos en el scra-
pie experimental, aunque el agente persistié un tiempo
prolongado en el tejido linfoide de todas ellas, en algunas
sin desarrollar manifestaciones clinicas.

En 1970 provocaron una encefalopatia espongiforme fa-
tal en tres monos ardilla 11 meses después de haberlos
inoculado con el agente de la encefalitis del vison. Esta
especie podia convertirse en un modelo experimental de
primate para estudiar las encefalopatias espongiformes
subagudas (figura 6). También indujeron la enfermedad
en el mono Rhesus y el mono rabon?®. Realizaron estu-
dios electroencefalograficos seriados en monos ardilla
inoculados con este agente, demostrando que un enlen-
tecimiento generalizado de la actividad de fondo prece-
dia a los signos clinicos de la enfermedad. A falta de una
respuesta inmunolégica, el método podia ser utilizado
para detectar el inicio de la encefalopatia preclinica en el
estudio de animales susceptibles a la infeccion®.

En 1973 estudiaron varias especies de pequefios carni-
voros inoculados con el agente de la encefalopatia trans-
misible del vison, que desencadenaba en los mapaches y
las mofetas una enfermedad indistinguible de la de este
animal. Los hurones no desarrollaron la enfermedad
clinica, pero si cambios neuropatoldgicos, aunque con
distribucion diferente a las de otras especies. Es posible
que fuese debido a que el periodo de incubacién en al-
gunas especies de roedores de vida corta, como el hurdn,
era superior a su tiempo de vida previsible. La facilidad
con que se provocaba la enfermedad en visones, mapa-
ches y mofetas, sugeria que podia ocurrir naturalmen-
te si incluian en su dieta tejidos de animales infectados.
Desafortunadamente, las alteraciones conductuales de
estos animales eran diagnosticadas de rabia y solo se es-
tudiaba su cerebro si habian mordido a una persona, con
lo que se podia pasar por alto el reconocimiento de la
encefalopatia espongiforme®.
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Figura 6. Polioencefalopatia espongiforme del cortex cerebral de un mono ardilla inoculado con el agente de la encefalopatia
transmisible del vison. A) Microscopio 6ptico (barra equivalente a % nm). B) Micrografia electrénica. Vacuola oblonga con
contenidos membranosos, rodeada por procesos celulares, incluyendo axones mielinizados (barra equivalente a 2 um)?.

Neuropatologa general

Durante las décadas de 1960 y 1970, Gabriele Zu Rhein
brillé en el estudio de patologias en las que se habian
descrito pocos casos. Eran publicaciones de grupos mul-
tidisciplinares en los que ella se hacia cargo del estudio
neuropatolégico utilizando a menudo la microscopia
electrénica.

En el estudio de los discapacitados mentales severos de
la Central Wisconsin Colony, estos eran diagnosticados
segun la clinica, etiologia y patogenia. En este contexto,
los hallazgos neuropatoldgicos eran particularmente im-
portantes en el diagndstico de sindromes con anomalias
congénitas multiples y discapacidad de las funciones del
sistema nervioso central. Existia un pequenio grupo de
pacientes dificiles de clasificar, generalmente discapaci-
tados desde el nacimiento o poco después, con mezcla
de sintomas del sistema nervioso central, en los que el
estudio neuropatolégico iba a ser esencial para el diag-
ndstico y el consejo genético, con muchos casos que eran
familiares, presumiblemente recesivos®.

Entre 1957 y 1964, Gabriele Zu Rhein estudié sistema-
ticamente en gran numero de autopsias la presencia de
cuerpos axonales distroficos en los nicleos graciles del
bulbo raquideo. Hallo6 que aparecian alrededor de la

cuarta década de la vida y se incrementaban con la edad
como signo de envejecimiento. En la poblacién infantil
estaban ausentes, aunque en un pequeiio grupo forma-
do por nifios con fenilcetonuria, atrofia cerebral pos-
tinfluenza, microcefalia congénita y otros trastornos, se
mostraban en gran cantidad®.

En 1969, el grupo de Opitz y Zu Rhein introdujo el nom-
bre de sindrome de Zellweger, también denominado
sindrome cerebro-hepato-renal por McKusick, para un
trastorno peroxisomal que habia sido descrito por pri-
mera vez en 1964, y que se manifestaba en forma de mal-
tiples defectos del desarrollo asociados a una discapaci-
dad psicomotora y epilepsia. Se transmitia con herencia
autosOmica recesiva*>*,

Ese mismo ano también presentaron varios casos de li-
sencefalia. Su descripcion entraba dentro del tipo I del
sindrome, en el que la corteza cerebral tiene cuatro ca-
pas y se asocia a una gran discapacidad psicomotora y
epilepsia en la forma descrita como sindrome de Miller-
Dieker, a raiz de una descripcion inicial de 1963 y otra de
1969 del grupo de Zu Rhein*+*.

En 1973 publicaron los casos de varones de dos familias
con el sindrome de estenosis acueductal ligada al cromo-
soma X, en la segunda con malformaciones talamicas y
corticales*.
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En 1977 describieron dos familias con un sindrome de
disgenesia cerebral con microcefalia, que se acompanaba
de severa discapacidad mental, espasticidad, ictericia e
infecciones respiratorias. En estos casos existia una au-
sencia casi completa de mielina en la sustancia blanca
cerebral y dreas de la médula espinal®.

También realizaron dos publicaciones sobre la linfohis-
tiocitosis hemofagocitica familiar: una preliminar, de
1976, comunicando manifestaciones cerebrales y ocula-
res, y otra mas extensa, en 1985, con estudios de micros-
copia electrénica. En este sindrome existe una prolife-
racion difusa de linfocitos e histiocitos citoldgicamente
benignos en el sistema reticuloendotelial y en el sistema
nervioso central, con fagocitosis de eritrocitos por parte
de los histiocitos**.

Otro capitulo en el que brillaron fue en el de las enferme-
dades lisosomales con defectos metabolicos y acaimulo
de sustancias. En 1960 describieron el estudio neuro-
patoldgico de la biopsia cerebral de una nifia con idio-
cia familiar de van Bogaert-Bertrand o enfermedad de
Canavan, la degeneracion esponjosa del cerebro. Se trata
del primer caso de esta enfermedad diagnosticado en el
mundo mediante biopsia cerebral®.

También aportaron en 1972 y 1975 casos familiares de
gangliosidosis GM1 tipo II o juvenil, en los que existe un
déficit de beta-galactosidasa con deposito de sustancias
en el sistema nervioso central y las visceras, que provoca
un deterioro psicomotor progresivo y trastornos somati-
cos de curso fatal*>'.

En 1973 publicaron cuatro casos de mucolipidosis tipo
IT o enfermedad de las células de inclusion, con estudio
neuropatolégico. En ella existe un defecto lisosémico
con deficiencia de varias hidrolasas acidas y depdsito
de glicolipidos y mucopolisacaridos, que cursa con se-
vera discapacidad psicomotora, estatura corta y disos-
tosis multiples, falleciendo los pacientes en la primera
infancia®.

En cuanto a las enfermedades virales, en 1960 ya habian
presentado tres casos de encefalitis necrosante aguda
con estudio neuropatolégico, como ya se ha comentado®.
En septiembre de 1967, Gabriele Zu Rhein y Sam Chou
participaron activamente en una conferencia sobre sa-
rampion y panencefalitis esclerosante subaguda celebra-
da en Bethesda, Maryland, durante la cual describieron
exhaustivamente la patologia ultraestructural de esta en-
fermedad cerebral a partir de tejido bidpsico procedente

de un nino afecto™. En 1971, ella particip6 en la descrip-
cién de los hallazgos oftalmoscépicos y neuropatologi-
cos de una retinitis bilateral por citomegalovirus en un
trasplantado renal™.

Respecto a la patologia ligada al virus de Epstein-Barr, en
1967 se publicé un caso de linfoma de Burkitt con clinica
predominantemente abdominal, en el que Gabriele llevd
a cabo el estudio con microscopia electrénica del saco
pericardico y las meninges®. En 1979 comunicaron un
caso de linfomatosis granulomatoide de una mujer de 38
anos, en el que ella realiz6 el estudio patologico de esta
vasculitis necrotizante®.

En 1990 presentaron el caso de un nifio de siete aflos
afecto de epilepsia partialis continua o encefalitis de
Rasmussen con estudio neuropatoldgico del espécimen
quirurgico de una hemisferectomia izquierda parcial, en
la que se observaban los cambios caracteristicos de una
encefalitis crénica®.

Neuropatéloga veterinaria

Dentro del enorme abanico de temas tratados por
Gabriele Zu Rhein también se encuentra la patologia ve-
terinaria. Asi, participé en 1970 en la investigacién de
la infecciéon meningea y cerebral de un ciervo infectado
por el gusano meningeo Pneumostrongylus tennis, para-
sito comun de la especie®. En 1977 también describié un
caso de la anomalia de Uhl en el vison. Se trata de una
rara malformacioén cardiaca en la que existe una hipo-
plasia de la auricula y el miocardio ventricular derechos.
Este trastorno congénito era conocido en humanos des-
de 1952%.

Historiadora

Gabriele colabor6 con su colega Igor Klatzo en una bio-
grafia de los neuropatologos Cécile y Oskar Vogt que se
publico en 2002°.

El colofén de una carrera: la demencia por micoplasma

Después de un lapso de varias décadas tras el proyecto
de la LMP, Gabriele Zu Rhein se volvié a encontrar con
un nuevo reto en el estudio de la patologia del sistema
nervioso central. En 1990, Gary Ludwig, de Neenah,
Wisconsin, le consult el caso de una posible LMP que
no lo era. Se trataba de algo nuevo. Existian focos dise-
minados de desmielinizacién y anormalidades de los
capilares, como un apelotonamiento focal de nucleos
endoteliales que comprometian la luz de los vasos. En
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el microscopio electrénico se observaban inclusiones in-
tracitoplasmicas con acumulacion focal de nucleos en-
doteliales (figura 7). No tuvo reparos en consultar con
otros especialistas pensando en que las particulas de
las inclusiones eran micoplasmas. Uno de ellos, James
Powers, de la Universidad de Rochester, le envi6 afios
después dos casos mas para confirmar el diagndstico
por microscopia electronica. En total fueron los casos de
tres adultos inmunocompetentes con un sindrome neu-
rolégico subagudo o cronico de curso fatal con afecta-
cién cognitiva y motora que publicaron en un poster de
2007 en la reunion de la AANP de Washington, que fue
premiado, y en un articulo junto a James Powers, Shyh-
Ching Lo y Christine Hulette"".

En 2011, en una carta al editor del Journal of
Neuropathology and Experimental Neurology que escri-
bi6é con Powers® refirieron dos casos mas de esta enti-
dad, uno de José Ferreira de Quebec® con lesiones idén-
ticas en el cerebro, y otro de Roy Rhodes y cols. de New
Brunswick®, en cuya biopsia cerebral hallaron bacterias
sin pared celular dentro de células endoteliales de los ca-
pilares. La inmunotincion fue positiva para Mycoplasma
pneumoniae en el caso de Rhodes y también posterior-
mente en los suyos y el de Ferreira. Consideraron que se
trataba de una nueva enfermedad del sistema nervioso
central'.

Si los descubrimientos de Zu Rhein sobre la LMP re-
presentaron la cima de su carrera, el de la encefalopatia
asociada a la infecciéon por micoplasma cuando estaba
proxima a cumplir los 90 afios puso la guinda a su tra-
yectoria de mas de medio siglo como neuropatéloga®.

El final de una larga vida

Gabriele paso el ultimo afio de su vida en Oakwood
Village Tabor Oaks Assisted Living de Madison y fallecid
en Oakwood Village University Woods el 23 de febrero
de 2016. Le sobrevivio su hermano Hans y un sobrino
con sus hijos. Sus restos mortales descansan en Munich®.

Conclusiones

Gabriele Zu Rhein poseia unas cualidades especiales que
contribuyeron a su éxito profesional y cientifico. Entre
otras, se la puede definir como tenaz, metddica e inclina-
da a la labor interdisciplinaria, en la que le correspondia
la parte neuropatoldgica de los estudios gracias a su do-
minio de la microscopia electronica. Nunca tuvo reparos
en compartir sus hallazgos y cuando se le presentaban

Figura 7. Gabriele Zu Rhein en 2006 con el microscopio electronico. La
pantalla muestra cuerpos pleomoérficos sugestivos de micoplasma'.

dudas, las consultaba con otros neuropatdlogos, que
también lo hacian con ella. También supo hacerse valer
como mujer en un mundo de hombres, a lo que se afa-
dian las dificultades que le podian ocasionar su condi-
cién de extranjera.

Su carrera se prolongd durante mas de cinco décadas,
conservando su agudeza de criterio y una admirable lu-
cidez intelectual hasta el periodo final de su vida. Realizé
sus ultimas publicaciones cuando contaba con 92 afios.

Sus tres grandes hitos fueron los estudios sobre la LMP
y el virus JC, la encefalopatia transmisible del visén y la
demencia por micoplasma, pero también destacd como
neuropatologa general en enfermedades congénitas y en
diversas infecciones virales del sistema nervioso, aparte
de la ya citada LMP.
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