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RESUMEN

La artritis reumatoide juvenil (ARJ) es una enferme--
dad recﬂrrente, erédnica e inflamatoria que primordialmente
afecta las articulaciones. El estfmulo antigénico que ini
cta la respuesta inmunttartia y la inflamacién subsiguiente
en la ARJ es desconocido, 8e considera a los salicilatos -
el pilar del tratamiento médico de esta enfermedad. El ~-
deido acetil salieflico es el mayormente usado ocomo agente

anti-inflamatorio.

La quimiotaxtis e8 el proceso mediante el cual los fa-
goecitos son atrafdos a la vecindad de los invasores patége
noa. La mayor parte de los factores quimiotdcticoe son --
dal huésped y.el sistema del complemento parece ser la - -
fuente mde importante de eastos factores quimiotdoticos. ~
Se sabe que loa neutrdfilos son las primeras céiulas atrafl

das a reunirse alrededor de la inflamacién.

5@ ha considerado que los complejoa immunee (C.I.) ae
forman in vivo durante la respussta inmune humoral y en --
presencia de moléculas de Ag. Loes C.I. pueden ejercer una
funcidn fisiolbgica o interferir con la funoidn celulap -

como a8 la activacidn del sistema del complemente con sus



maaaniemoas efectores.

Se ha reportado eén pa;ientea con AﬁJ una controversia
aobra el efecto de los salicilatos en la actividad quimio-
téotica y migracién espontdnea de leucocitos polimorfonu--~
cleares (PMN). Ademde de una actividad fagoeftica decre--

mentada y una concentracidén de complejoe inmunes circulan=-

tee aqumentada.

gn este estudio, 8e determiné la migracidn quimiotdc-
tiaa y migracibn espontdnea de PMN bajo el efecto y sin &1
d‘ 8alicilatos tanto in_viveo como in vitro, en un grupo de
12 niflos con ARJ y un grupo testigo de 12 nirios 8qnos con
edades aimilares. También se determind la concentracién -
de salicilato en euero a diferentee tiempos despuée de la
iﬁgaaii&n de una dosis de salicilato dada. Se efectus la
evaluacidn de la fagocitosis de leucocitos PMN y se demos-
tré la concentracidn de ecompleios inmunes en el suerc de -

nifoa con ARJ antes de la toma del medicamento.

En el experimento in vivo loe pacientes com ARJ, an--
tes de la ingestidn de salicilato preasentaron ;ifbas mayo-
rees de respuesta quimiotdctica (x = 0.794 % 0.2) con res--
pecto a las encontradas cuando la concentracién de salici-

lato experimentaba su concentracidn mézima (x = 0.56 % 0.2



con una pg 0.001. EL mismo fendmeno se observd com la mi-

gracibn espontléinea y en el modelo in vitro en ambos casos.

Los niftlos con ARJ mostraron disminufda la actividad -
. fagocftica de PMN al igual que la concentracién de comple-
Jos inmunes en suero al compararlos con el grupo testigo.

La concentracidn de salicilatos en suero no es homogénea a

los diferentes tiempos.



CAPITULO I

INTRODUCCION

La artritie reumatoide juvenil (ARJ) o poliartritis -
erénica juvenil se caracteriza clfnicamente por inflama- -

eidn crénica de la sinovial (1). Fue desorita por G.F. -~

Btill en 1898. La enfarmedad la desoribisS detaglladamente

an sus diversas manifestacionee y propuso que la artritis

orénica representaba m&e de una enfarmedad; ya que, en 12

de 19 niflos con artritis crénica, la enfermedad se caracte
risd por artritis y manifestaciones clinicas extra-artiou-
laras (ccplcnamagalia, linfadenopatfa, fiebre, serositis y
anemia). Dos puntos fueron importantes para eetablecer al
diagndstico de la enfermedad: El primero, la oronicidad y

el segundo la exclusidn de otras enfarmedades (2). La ar-
tritis ae manifiesta por aumento ac volumen de lae articu-
laciones afectadas, inorementada sansibilidad y dolor; asf
como, rigides deé reposo da las articulaciones afectadas. -
Las manifeetaciones aistdmicas son: Fiebre, ezantema, hepa

tomegalia, adcnamcéatia, anemia, leucocitoeies é trombocito

sie (3..

En la artritis, la inflamactdn esta mediada por facto

iy



res como la bradicinina, hietamina (4) y productos del me-
tabolismo del dcido araquidénico de la vfa aiclooxigenasa

como los endoperoxidos Pcéé Yy PSHg, tromboxanos y prostact-
elinas (5§). Recientemente se ha demostrado la participa--
eibn conecomitante de radicales libres de oxfgeno activado

o bien como loa matabolitos de la vfa de la lipooxigenasa

(5), leucotrieno C que se ha descrito como peroxilipido --
que corresponde a la sustancia de reaccién lenta de la ana
filaxia (SRL-A) (6). Los radicales libres y los productos
de la lipooxigenasa pueden también estar involuéradoa en -

la produceibn de dolor por inflamacién.

Una vea iniciado el proceso inflamacidn todos los sis
temas que participan se activan y retroalimentan. En ar--
tritis inflamatoria crénica el primer sistema que 8e acti-
va es el complemento (7); ademds del de Zae.cininas (8). =
Los productos de activacién del complemento Cza ¥ Csa pro-
ducen liberacidén de histamina de las cé&lulas cebadas (9) -
mientras que las fraccioneas Cza, Cg, Ce Yy 07 atraen a los
reutrdfiloa al sitio de la inflamacién (10). Las prosta--
glandinas son sintetiaadas por loes Lleucocitos (11) y pue--
den también ser liberadas durante la activacid; del comple
mento (12). Los neutrdfilos fagocitan complejos inmmunea y
posteriormente vierten sus enaimas lisosomales (13), lo ~-

que aunado a la infiiltracidn celular condiciona erosién --



del cartflago (14), Eeto a la vez ocasiona liberacidn de -
cininae por dos mecanismos: por el efecto de las enzimas -
proteolfticas sobre al cinindgeno (15) y por aceidn del «-
acondroitfn liberado del cartflago. Las fosfatasas lisoso-
males liberan &cido araquidiénico de la membrana celular y
ast favorecen la sfntests de prostaglandinas (16). Las --

prostaglandinas contribuyern a moyor migracidn de leucoei--

tos del torrente sangufneo al sitio de lesidn.

La prostaglandina E potenefa el efecto de bradicinina
e histamina sobre la permeabilidad vascular de la microcir
ceulacidn (17), ademds, de incrementar el dolor y la tempe-

ratura por accidn directa sobre receptores (18).

Se ha demostrado que Cgsa no es capas de inducir libe-
racib8n de histamina ni de atraér neutréfilos en ausencia -
de prostaglandina E, (29). En el tratamiento de la infla-
macidn en artritis reumatoide se ha utiliszado &eido acetil
salicflico deede 1880 (20) aunque su mecantemo de aceidén -~
no era bien conocido. Loe primeros estudios ae oiientaron
a la aecién farmacoldgica de inhibir la enzima ciclo-oxige
naga o prostaglandfn-sistetasa (21) al acetilarla y favore

cer a8l su eliminacidbn de la efiula (22).

Se ha demostrado que pacienteg con AR después de la -

s



adminietracibn oral de inhibidores de cicelo-oxigenasa los
nivelaes adricos de cininfgeno y prostaglandina desacienden
a niveles normales (23). &En loe ditimos afcs se ha estu--
diado la aéci6u de los saliocilatos gobre los eventos celu-
lares de la inflamacidn y especfficamente sobre los neutrd
Filoe que son las células que participan directamente en -~

ia inflamacidn (24).

En ratas Wistar, estudiando simultdneamente los media
dores y las altaeraciones histolbégicas de la inflamacidn in
ductda experimentalmente 8¢ reveld que el deido acetileali
cflico al igual éue otrog anti-inflamatorios no esteroideocs,
actliian dismiuugcndo la migracién de las c&lulas al sitio -
de la inflamacién (28). Otros investigadores han reporta-
do deterioro éc la quimiotaxie de monocitos sin afectarse
la de los PMN al incubar las cdlulas “in vitro” con concen

traciones terap8uticas de saliocilatos (27).



CAPITULO I'r

ANTECEDENTES CIENTIFICOS

Deé acuerde con la comisién de Expertos en enfermeda-=-
dee raumdticaa de la Organiaacidn iiundial de la Salud, see
entiende por enfermedadas preumdticas lae que atacan al sig
tema locomotor, principalmente con dolor, disfuncién y al-
taraciones anatdmicas que afectan al tejido conectivo y en
eapacial su elemento, colfgena. La artritis reumatoide Jju
venil o artritie crénica juvenil es un reumatismo crénico,
poliarticular, sistdmico pauciarticular (4 o mde articula-
ociones) inflamatorio que lleva a la deformacibn.. Se int--

eta en menores de 16 aMos con una duracién mfnima de 3 me-

eea (2).

Principia generalmente en los dedcs y muiecas exten--
diéndose gradualmente a todas lase aitioulacionca del auer-
po. Laa lesiones del tipb inflamatoric afectan espeocial--

mente la membrana sinovial y partes blandas artioculares, -
lo que origina dolor, tumefaceidn y Zimitaci&n.dc movimien
tos y luego por deestrucceidn de cartflago articular, Lleva’

a la anquilosais (28).

Generalmente se acepta qua la artritia reumatoide ca



una enfermedad en cuya patogenia lLos mecanismoa inmunoldgi
cos desempertan un considerable papel, no obstante hasta --
ahora ne se ha senalado un indicio eobre la naturalesa del

eatfmulo antigénico. Se han considerado dos posibles cau-

saa. En la primera se sugiere que la enfermedad pudiera -

tener un origen infeccioso. La otra posibilidad ea que la
enfermedad pudiera ser un procesc autoinmunitario, posible
mente como reapuesta a ta fibrina que ha sido antigénica--
mente alterada. La opintbn estd dividida en cuanto a que
81 la artritis reumatoide, es fhndamentalmente causada por

‘tnmunidad mediada por células o por anticuerpos humorales.

Esta enfbrme&éd-tiene tendencia a desarrollarsee en fa
miliae en las cuales se desencadena mediante alglin faotor
como el shock, la fatiga, el trauma, infeccidén o la expoai
eién a factores adversce (29). La muerté origitnada exclu-
etvamente por agravaﬁiento de Artritie reumatoide es rara
y euando as8ta ocurre ea por las manifestactonee extra-arti
culares con las que curea el enfermo. En la actualidad se
tiene una observacidén inaproptada de las manifestaciones -
aextra-articulares por el clfnico, considerdndola como com-
plicacién y no aomo parte de la enfermedad. Laa complica-
cionee de la Artritis reumatoide entendidas en sentido es-
tricto, incluyen eventos como la fractura de huesve o8teo~
pénicoe y los procesoas infecetosos de pifigenocs del tejido

Sseo. La manifeatacidn edtra-articular mfs frecuente es -
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la anemia en un 64.4% (30).

Loa salicilatoe son drogas utilisadas en el tratamien
to de esta enfermedad. Reaiben el nombre general de sali-
oilatos todos los derivados del dcido ealicflico, el cual
ea demasiado irritante para poder usarse siatdmicamente, -
utilisdndosae para ello, derivados del deido salictlico o -
salicilatos como los éétarna-aélicftiooa, entre los cuales

8e encuentra el doitto acetil-salicflico o aapirina.

Los salicilatos posean tresa acciones fundamentales, a
aaber la antirreumdtica, analgéeica (aceién centrall) y la
anti-inflamatoria. Los salicilatos en concentraciones te-
rapéuticas (0.5 a 2.0 mM/1) producen el desacoplamiento de
la fosforilacién oxidativa, lc que asucede a nivel mitocon-
dria donde tiemen lugar loe procescs de oxidacién celular,
ya que dieminuye la relacidn foafato oxfgenoc es decir que
8e produce una falta de utilisacién del fosfato en la cita
da rcaccidh; En esta forma, la energfa producida por la -
oridaoibén se pierde an forma de calor en ves de ser utili-
sada para la formacidén de ATP y en concentraciones mayores
puede inhitbir las ensimas oxidativas celularea; evitar la
activacién de las ensimas ocininSgemas y antagonizar loa --

efectos periféricos de las aminas (31).



11

Por vta bucal, los ealicilatos se abeorben rdpidamen-
te en el eatdmago y sobre todo en el intestineo delgado. -~
Deespuées de la ingestidn de 1 a 6 gramoes de salicilato de -
sodio, existe un ntvel bastante alto ya a loa 30 min, al--
egnzando el m&ximo a las 2 a 3 horas para descender luego,
habiendo afin concentracionea registrablee a las 24 horas.
4 nivel de intestino los &stereas del &cido ealioflico como
8cido acetil-salieflico se hidrolizan parcialmente de mane-
ra que los niveles en la sangre son semejantes a los encon
trados con el salicilato de sodio aunque algo inferiores.

"Bn ia sangre los salicilatos ciraulan combinados en un 70
a 80% con las pretefnas, @specialmente albimina, que 8ir--

ven de deb&aito de d{chaabdpogaa.

v Los salicilatos se exaretan prinaipatmeﬁtc por el rie-
Aén, ocantidades insignificantes aparecen en heces, sudor,
bilie y leche, teniendo una vida media de 6 horas. La ac=-
tividad anti-inflamatoria de loe salicilatos se considera
que estd mediada por la inhibicién de la actividad de afn-
tesis de proetaglandinae (32) o por una alteracién de la -
.migraeidn leucocitaria, como es eu efecto aobre el aistama
de produccidn de enaergfa que es el pesponsable del movi- -
Ticnto celular (33).

Los efectos del salicilato aobre La raspiracién son -

de fundamental importanci&, porque contribuyen a las serias
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perturbaciones del equilibrio dcido-base que caracterizan

al envenenamiento por esta clase de compueatos.

En los adultos y nifica mayoree se produce especialmen
te aloalosia; la miema es del tipo reapiratorio y obedece
a la hiperventilacidn pulmonar con pérdida de didzido de -
carbono, elevacidn d? pH sangutneo, urinario y disminucién

de bicarbonato. o

En loe niflos pequefioe se produce con dosis elevadas -
acidoeies metabdlica, ocon dieminuciédn de la reserva alcali-
na y descenso de pH eangufneo. Acidoste debida a la pre--

sencia de dcidos correspondientes a los cuerpos cetdénicos.
) {

La {ngeet£6n de salicilato puede provocar dificulta--
des epigdetricas, nduseae y vdmito. £l aaitoitata puede -
baauaar también uloeraciones gdetricas y hasta hemorragia -
en loa animales de experimentacidn y en cl_hombro. La he-
morragia gdstrica induoida por el salicilato es indolora y
produce a menudo pérdida de sangre en las h;cea. ¥ oocasio-~

nalmenta anemia por deficiencia de hierro.

En el hfgado aumentan la se¢orecién biliar y en el ri-
Aén dosia alevadas 8on capaces de llevar a la insuficien--

eta renal aguda eon anuria.
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NEUTROFPILOS POLIMORFONUCLEARES Y SU FUNCION

El neutrdfilo polimorfonuclaar o granulocito correé~-
ponde a aproximadamente 60% de los leucooitos circulantes
en el humanc. E ncutr&fil& maduro es primordialmente una
cfluila fagocitaria con dos tipos diferantes de grdnulos. -
Fatos grdnulos son conocidos como grénulos primarios o asu
réfilos que contienen hidrolasas d&cidas, mieloparazidaaac
y lisoaima; ademda, numerosas protefnas catidniocas que tig
nen actividad bacteriana y los grénulos sccundqrias o espe-~-
cffiaoa que ocontienen lZactoferrina y algo de lisozima. ~--
Del 80--90% de loe grdnulos son especfficos y del 10-20% son
grénulos asur8filos. El neutrSfilo, una ves liberado de -
la m&dula Ssea, circula aon una vida media de 6-? horas, -
antes de pardar 8u capaocidad funcional (34). Su fuerte me
taboliamo ézidativo (38) podrfa contribuir a la sorta vida

de eata célula.

' Su supervivenaoia en los t&didaa, en oondiociones de --
cquflibria eatacionario, ee aproximadamente de 4-5 dfas. -
La liberacibn dé granulocitos an el interior de la sangre
pcriflrica parece que eat& relacionado con la viecoeidad -
celular, la deformabilidad y un factor liberador que pueda

actuar gsobre las sinusoides de la médula Ssea.

Los neutrbSfilos aon 3&1utas con un itmportante papel -



an rasiatcnafa a la infeccidn (368) ya que son capaces de -
emigrar hacia los eetfmulos. (quimiotazis) en presencia de
numercsos factores qutmiat&aticoa, inaluygnda productos -- -
bacterianoa, proteasas de loe tejidoe y componentes del --
complemento. Una ves localisado en las sonas inflamatorias
el neutréfilo es capax de fijar e ingerir materiales apro-
éiada@ente opaonizados. Loe neutrsfilos tienen rcacptobca
de membrana para 03 y para la poroibn Fc de las inmunoglo-
bulinas. Durante la fagocitoeis aparecé una secuenctia com
pleja de eventos morfoldgicos y biogqufmicos concomitantes
que tncluyen aumento en el metaboliemo de fosfolfpidoes, ~-
captacidn creciente de oxfgeno, incremento en la produc- -
eidn de perdxido de h;ergeno ¥y en la actividad de Za vta

de la hexosamonofosfato (HMP).

La fagooitosie eetd compuesta de 4 fases interrelaocio

nadas: quimiotaxis, opeoniaqcidn, ingestifn y destruccidn.

QUIMIOTAXIS. Ee el proceso mediante el cual los fago
eitos son atrafdos a la vcainddd de los invasores patége--
nos. La quimiotaxis representa un cambio en la direcoidn
de la movilidad de los leucocitos (ee decir, polarizacidn)
pero no en su velocidad. La quimiotaries puede reflejar =--
real atraccidn lfneal de loes fagooitos o algfin otro proce~
80 mfs sutil, mediante el cual, la inhibicidén de la migra-

etén aleatoria de los neutrdfilos mantiene los fagocitos -
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en una aona una ves llegada la oportunidad. El fendmeno -
anterior ocurre claramente "in vitro' y 8se supone que se -~

1leva a cabo también "in vivo".

OPSONIZACION. La funcién de las opsoninas del suerc
{preparar et alimento para) ee la de reaccionar con los -=
microorganiamoa y volverlos mde suceptibles para su inges-

tidn pab los fagocitoas.

INGESTION. Loe leucocitos polimorfonucleares seon fa;
gooitos activoe; la emnergfa para este proaeaé ae dériva de
‘la glucblisies. BEnwgloban en una vesfcula fagocftica o fagoeo-
.ma a lae partfculas o bacteriae al ponerse en contacto con

elias.

DECRANULACION. La destruceidn de‘microorganiamos su~-
ceptibles dentro de los neutrSfilos estd Lntimamaente aeo-;
etiada al proceso de degranulacién, o sea, la liberaciébn --
del aoﬁtcnido de los grdnulos en el interior del fagosoma

(37).



caPpITUVLO IIXIZI

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha planteado este estudioc con el objeto.de medir -
el efecto de loe éalicilatas gobre la capacidad quimiotéc-
tica y fagocftica de células polimorfonuclearea (PMN), de
niflos con artritis reumatoide juvenil, coneiderando la con
troversia de la literatura, reaspecto a que el &cido acetil-
salteflico modifica la inflamacién, por accién directa so-

bre la quimiotaxis.
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OBJETIVUS:

1.-

Estudiar la actividad quimiotdotica y fagoeitosis de -
leucocitos polimorfonuclearee en pacientea con artri--

tis reumatoide Juvenil.

Determinar el efecto de los salticilatos sobre la acti-
vidad quimiotdctica "in vivo" e "in vitro” de leucoei-
tos pclimorfonucleares en pacientes con artritis reuma

toide Juvenil.

Evaluar la concentracién de complejos inmunes en @l --

suero de pactentes con artritie reumatoide juventl.

Detagrminar la concantracibn de salicilatos d diferen--
tas tiempos en el suero de pacientes tratados con ar-=-

tritis wveumatoide juvenil
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HIPOTESIS:

Los aaliailatoa‘madifican ZauagtiviQad quimiotdetica
de leucocitos polimoﬁfanuelaares‘"in vivo” e "in vit}o" en
pacientes con Artritis reumatoide Juvenil. La actividad =
fagoaftica se mostrarf disminufda y ila concentracién de --
complejaé inmunes qumentada en loa nifloe con Artritis reu-

matoide juvenil con respecto a loa nifios ganos.



DISERNO

NIROS, ARJ
L

EXPERIMENTA AL

urnas| SANOS

5 ml de sangre

- Adherencia de leucocitos
PMN + Partfculaa de l&te

FAGOCITOSIS

3 ml de sangre

xz Suero

’

DETERMINACION.DE LA
CONCENTRACION DE ~-
SALICILATOS

Leucooit
© 2.5x106

5 ml

de sangre

o8 ajustados
pel/ml

QUIMIOTA

XIS EN AGAROSA
vor

"IN VI

Primera Parte

(15



NINOS CON ARJ
DOSIS

100 mg salicilato/ Kg peso

80 min.
8 ml de sangre

5 ml de sangre
Leunocitas.ajustados 2.5x10%cet/mt
180 min . )

QUIMIOTAXIS IN_VIVO

3 ml de sangre
,Srero
DET. CONC. SAL.

8 ml de sangre -
3 mi ﬂe sangre 5§ mil df sangre
Suero Leucaaitqa'ajustadat 2.5x10° cel/ml

DET. CONC. SAL. 360 min QUIMIOTAXIS IN vIVO

8 ml de sangre —

’ 5 ml de sangre

Leucocitos ajustados 2.6X106 cel/ml
QUIMIOTAXIS IN VIVO

3 ml de sangre
S?aro
DET. CONC. SAL.

NOTA: Daapufs de la ingeatién de la dosis de
salicilatos 8é procedif a tomar muestras
de sangre a loa 90 min., 180 min. y 360
min., realisando a cada muestra el estu-
dio deserito. . :

Segunda Parte S
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RIFOS SANOS ,’V | *}; :‘f;’&;»oé~;kJ
§ ml de eangre 4' - gf ,1_—‘ Ssm?rde sangre
syzRO ol ;,7 ; VLEUCOCITOS
INMUNOENSAYO CONCENTRACION : ‘ SALICILATO

DE COMPLEJOS INMUNES S . DE 50DI0

QUIMIOTAXIS “IN VITROY

Tercera Parte



cCaAaPITULO IV

MATERIAL

- Mechero Fisher

- Cubreobjetos (22 x 22 mm)

- Portaobjetos

-~ Pipetas de leucocitos con bdquiild

- Pépetas Pageteur con bulbo

« Pipetas graduadas de 0.1, 0.2, 1;'2, Sy 10 ml.

-  WNivel ’ ‘ .

- Jerigas de pl&stico y vidrio de 1, 5, 10 y 20 ml.
- DPermSmetro de -10 a 120°C ‘

- Pabla niveladora

~ Micropipeta de 10 ul.

- Puntas de pldestico de 10 ul.

-~ Plantilla y horadador i\
- Perlas de vidrio

- C(fmara de Neubauar

- ZTubos de vidrio y pldetico de 12 = 75

- DTubos de vidrio de 13 x= 100

- ZTubos con tapbn de rosca de 25 y S50 ml.

~ ZTubog con tapdn de rosca de 12 = 120 y 12 = 150

- Tubos ednicos de pldetico para centrffuga de 15 ml.
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- Probetas de 25, 100 y §00 ml.
- Matraces aforades de 100, §00 y 1000 ml.
- Matraces Erlenmeyer de 300 ml.
- Vasos de precipitado de 300 y 500 mi.
- Cajas Petri de pldstico de 35 © 10 mm (Faloon, Oxnard,
calif.)
~ Frascos(viales)de 10, 50, 100, 500 y 1000 ml.
~ Fraécosde 19 x 48 mm.
- Gradillas
- Piseta de 500 ml.
. Filtroa y papel filtro de 0.45 um. ‘
~ Egpdtulas; pcé?ZZas, ligaduras, algodén, gaéas,‘Z£gaa,

ete.

APARATOS

- Contador de laboratorio; Clay Adams

- Micrémetro: Hyland

- Mierogcopio: Carl Zeiss West Garmany

- Bomba de vacio: International Seientifio

- Estufa: Cole-Parmer/ Instrument-Company

- Bafo Marfa: Modern Scientific Research

~ Centrffuga: IEC (International Equipment Company).

- Potencilmetro: International Scientifio.



- Balarnaa analftica: Sartoriue.

~ Incubadora: Lab-line Inatruments

- EspectrofotSmetro: Pye UNICAM SP8-100
- Fotémetro

- Meaclador

- Congelador

- Refrigeradaf'

REACTIVOS

- Adotdo celorhfdrico 0.1 y 1 N(P)
- . Acido nftrico 0.07 N (P)

-~ Aceite de inmersidén

- Agarosa (Tipo 1, low EEO-SIGMA)
- Albdmina humana al 25% en golucibn (Albumez).
- Azul de tripan al 0.1 (P)

- Bicarbonato de sodio

- Clovuro de amonio al 0.85% (P)

- Clorurec de aadia_

~ Cloruro de potasto

- Colorante de Wrihgt (P)

- Dextrosa

~ Esté&ndar de salicilato 10 mg/100 ml (P)

~ Estreptomicina "'

24
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Etanol ql 70% (P)

Fosfato &eido de sodio
Fosfato dcido de potasio.
Foafato difcido de potasio
Formatldehfdo al 47%

Ridr&xido de sodio 0.1 N (P)

Heparina 1000 UI/ml (Lab. Reforma) :
Hedio de RPMI 1640 (Grand Island BioZogiééx’z‘_;c"'.oh‘:pa’n(_z’,-j)i{
Metanol absoluto d g e s
Hifrato_férrico al 1% (P)

Partfculas de tatex (Behring-Inatitute)

Penféilin& "g" g&dica

Resina aint{tioa al 60% en Xtlol (eigma)

Solucién buffer de Hanks (HBSS) (P)

'Salucién galina isot&nica al 0.9% (F)

Solueidn buffer reguladora de pH a 7.0 (Sigma)

Digcos cubiertos con CZq
Anticuerpos anti-inmunoglobulina humana G y M

marcados con fosfatasa alcalina

Control positivo [fuerte (liofilizado)

Control positivo débil (liofilizado)

Control megativo '

Diluyente (6% albldmina eérica bovina, 2.053% Tween 2b en
0.01 M de buffer fosfaito)

Fosfato de p-nitrofenil (P-NPP) gubstrato
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- Solucién amortiguadora de bicarbonato de sodio -

- Solucibn de hidrdbzxido de sodio.3 M

-  Solueidn amortiguadora de pH a 4.0 (Sigma)

=~ Tabletas de &cito acetilaalicflico de 300 mg. - Carbona-
to de calcio 90 mg. Acido eftrico 30 mg. FExcipiente -
o.b.p. 1 tableta (soluble) (ANDRE BIGAUX)

- Xileno

~ Zimoaan A (Sigma-Chemical~Company )

(P) Se prepararon en el laboratorio

MATERIAL HUMANO
GRUPO PROBLEMA:

. Se forms con 12 nifloe de artritie reumatoide juvenil,
que asistfan a consulta en el laboratorio de inmunoiagta,
Hoaspital de Pediatrfa. Sus edades ee encontraban entre 11
Yy 14 afloe. Se incluyeron aen @l estudio 8dlo nidos con la
enfermedad confirmada y que no hubieran recibido tratamien

to en lae dos Xltimas aemanas previas al estudio.
QRUPO TESTIGO:

Zgte grupo se formS con 12 niAlos de edades’ similares
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al grupo problema considerados sanocs, que acudieron al Za-r
boratofio para eatudios preoperatorios y que no pregentge=~
ban procesos infecciosos, ni se encontraban en tratamiento
con antibibtico, en iaa dos filtimas Bemanas anteriores al

egtudio.
DOSIS DEL MEDICAMENTQ:

A cada niflo con artritis reumatoide juvenil se le did
a ingerir 100mg de &cido acetil-salicflico (en forma de ta
‘bletaa) por KRilograme de peso. Todos los niflos fueron pe-
sados con anterioridad (31). De aquf se procedié a reali-
zar lag pruebas de concentraciédn de salicilato en suerc y
quimiotazie en agarosa (in vivo), a los 90, 180 y 360 min

deapuée de la ingestién de salicilato,
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METODOS

A) DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE SALICILATOS EN - -
SUERO

Obteneidn del suero:

.Se obtuvieron 3 ml de sangre por puncidn venosa de
pacientes con artritie reumatoide Juvenil y de pacien--
tes sancs. La sangre se dejd coagular y se centrifugd
a 200xCG durante 10 min. El suero fuf aepdrado y aonacg
vadoe a -?0°C hasta obtener el de todos los nifics. A -~
cada nifAo con artritis reumatoide juvenil se le dib é -
ingerir la dosis del madicamanio indicada, elabordndose

el gigutente programa de toma de muestra:

Primera muestra: Cero min antes de ingerir la do~-

8ies del medicamento.

Segunda muestra: 90 min despuds de la ingestidn de

la doste de deido salictlico.

Tercera muestra: 180 min después de la ingestidn -

de la dosie de &cido salicflico.
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Cuarta mueetra: 360 min después de la ingeestidn -

de la dosie de fcido aalteflico.

Tanto los sueros de mifos con artritis reumatoide
Juvenil aomo los sueros de nifios (teatigoe) fueron tra-

tadoe de la manera siguiente:

TUBOS PROBLEMA = BLANCO.. .-

ml de agua destilada 0.8 0.8
ml de suero problema o testigo 0.2 o f‘p,zl , 
ml da nitrato férrico 1% 1.0 R 1.0

ml ‘de dcido nftrico 0.07 N - 1.0

Se méaclaran los reactivos en el orden eeRalado, -
agitando despuée de cada adicidén y se dejaron reposar -
por § min a temperatura ambiente. El color es estable
durante una hora. La lectura de Zoe tubos se realizs -~
con eu blanco respectivo a 5§40 mm. La abeorbenaia obte
nida de loe problemas y testidoe e@e interpolé en la cur
va de calibraeibdn para asf obtener la concentracidn de

salicilatos.
Preparacidén de la curva de calibracién:

En tubos da 12x75 mm se coloecaron diluciones del -
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escéndar de saliocilato 10 mg/100 ml segfin ee indica en

la siguiente tabla:

TUBOS A B c D ~E BLANCO
mi dal estdndar 10 mg/100 ml 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 -

ml de agua deetilada 0.8 0.6 0.4 0.2 -~ 1.0

ml e nitrato férrico 1% 2.0 1.0 1.0 2.0 1.0 1.0

mg de salicilato/100 ml 2 4 & 8 10 -
.mM/t de salicilato .14 .28 .43 .57 .72 . -

La lectura de los tubos también ge realiza a 5§40 = .

_mm Frente a 8su blanco de reactivos.

FAGOCITOSIS CON PARTICULAS DE LATEX
Obtencibn de lae mueetras:

De los pacientes y controles se obtuvo por puncidn
venosa 6§ ml de sangre, la cual fue desfibrinada por agi
tacién suave con 8§ a 10 perlas de vidrio de § mm, al --
iricio de la coagulacidn.

Chzencidén de leucocitos polimorfonucleares (PMN);

Con el objeto de obtenerlos libres de eritroecitos,
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ae empleb el procedimiento de adherencia al vidrio. Pag
ra ello se utilisaron cubreobjetoca desengrasadoa. Se -
depositsd 0.7 ml de sangre desfibrinada sobre cada uno -
de ellos y se incubaron a 37°C durante 45 min en e&mara
himeda. Luego se lavaron con solucidén de Hanks a pH=7

para eliminar las células no adherentes y suero.
Prueba de fagocitosis:

Los PMN adheridos a los cubrqobjetaa ain hﬁmedos -
del lavado anterior, se depostitaron en efmara himeda e
inmediatamente se cubrieron con 0.5 ml de una mescla de
suero autblogo y 100 ul de una suspensidn de partfculas
de ldtex dilucidn 1:100 incubdndose nuevamente a 37°C -

durante 30 min.

Al término de esta incubacibn, se volvieron a ene—-
Juagar con HANKS a pH=7 para retirar el suero y las par
tfeculas de ldtex mo fagocitadae. Los cubre-objetos ase
dejaron escurrir y secar al aire. Posteriormente se ti
Reron (MEtodoe Wright) y por dltimo se montaron inverti-
dos con Bé&lsamo de Canadd sobre porta-objetoe con iden-

tificaecibn del caso.

El fndice fagocftico se determind contando en el -
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microscopio de inmersidn el mimero de partfculas de l&-
tex fagocitadas por cada 300 PMN y el porcentaje de cé-
tulas fagocitantes se realisd contando el ndmero de PMN
que contenfan por lo mencs una partfcula de dee: y el
nidmero de cé&lulas que no contenfan ninguna; Se observs
en campos microscbépicos aucesivos de cada preparacidn,

contando también 300 células.
Tineion de Wright

Se taparon loe cubre-objetoe con colorante de Wrig
ht durante 5 min y se agregsd aéua destilada, ensegutda
8e meacld soplando con pipeta Paateur. Posteriormente
8a dejaron reposar durante 5§ min y se lavaron con'agua

destiladg. Por #@ltimo, se dejaron secar al aire.
QUIMIOTAXIS EN AGAROSA

MODELO "IN VIVO"
Obtencibn de Laucocitos:

La sangre obtenida de pacientes y controles fue he

parinizada (10 a 20 unidades da heparina/ml de. asangre)
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y colocada en tubos eénicoe de 15 ml. Los eritrocitos
fueron sedimentados por gravedad a 37°C durante -1 hr. -
Los polimorfonucleares fueron obtenidos por centrifuga-
eién dez.plﬁama rico en leucocitoa por medio de tres la
vados con 5§ ml de HBSS a pH=7 durante 10 min a 200xG en
eada lavado. Las c&lulas lavadas fuefan resuspendidas
en 1 ml de Roswell-Park-Memorial-Institute (RPMI 1640)
adicionado con 15% de albfimina humana al 25% en aolucidn
a pH=?. La cuenta de leucocitos fué€ realisada en cdma-
ra de Neubauer usando como colorante azul de Tripan di-
lufdo 1:4 y afuetado a pH=?. Las céiulas se ajustaron
a una condentracibn de 2.5x10° PMN/ml. La viabilidad -

~de las c&lulas no fue menor del 90% en cada experimento.
Activacibn del Suero con Zimosan (ZAS):

A I ml de suero (paciente sano) se le agregaron 40
mg de Zimosan A, el cual fue mescelado e indubado a 37°C
poi 30 min., Se centrifugd a 900xG durante 5 min. EL -
8obrenadante fue separado en alfcuotas y guard&do en --

congelacién a -20°C.

10 ul del sobrenadante (Z2AS) fueron colocados en -
el poso iaaquierdo con reaspecto al central de cada serie

de 38 posos, 8e dejs en incubacibn durante 1 h a 37°C, =
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antes de agregar las c€lulae (PMN). 10 ul de RPMI adi-
eionado con 15% de alblimina humana al 25% fueron coloca
dos en el péao de‘la.deﬁecha aon rgapecto al central de
cada.aerie de 3 pozos. 10 ul de Zé suspenatdén de PMN -

(2.5 = 10° células) fueron colocadas en el poso central

de cada serie de 3 poaos.

Las cajas se incubaron a 37°C con $% de Ccoy ¥ 95%
de aire durante 24 h. (Figura No. 1). Cada experimento

fue realizado por triplicado, tomando en cuenta el pro-

medto.
Fijaeién, Tinecidn y Lectura:

La fijaciér de las cé&lulas a las cajas se realiad
eon. 3 ml de formaldéhtdo al 47% durante 30 min. Se la-
varon con solucidn salina isoténica at 0.9% durante &5 -
min. El gel fu€ removido cuidadosamente. Las cajas --
SFueron teriidas con colbranté de bbight, enjuagadas con
agua corriente y secadas al aire. La lectura de migra-
eidn de las oc&lulas se realizs por medio de un micrdﬁe-

tro con escala en mm (Figura No 2).



FIGURA . No, |

GOLOCACION DE LA MUESTRA PROBLEMA

SUERO CON CELULAS MEDIO RPMI +
ZIMOSAN PMN . ALBUMINA IS %

SERIE DE 3 POZ0S

(¥
A\




FIGURA No. 2.

(A) QUIMIOTAXIS -

(B) MIGRACION ESPONTANEA

' FORMA DE CUANTIFICAR LA MIGRACION

9t
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MODELQO "IN VITRO".

Por lo que se refiere a obtencidn de leuéoci#os, -
preparacién de la agarocsa y la activacidn de suero con
Zimosan fue el mismo procedimiento descrito en la técni

ca "in vivo'.

Loa leucocitos obtenidos fueron resuependidos en -
1 ml de Hanks. Por otra parte, se eféctuaron dilucio--~
nes en tubos ce¢énicos de un estdndar de 20>mgAde saliei-
lato disueltos en 100 ml de Hanke adicionado con 15% de

albimina humana de la siguiente manera:

TUBO DILUCION CONCZXTRACION DE SALICILATO
mg/100mil mM/ 1
1 1:2 10 0.724
2 1:4 5 0.362
3 1:8 . 2.5 ©0.140

Laa células fueron distribufdas en los ires tubos.
Se incubaron durante 30 min a 37°C con §% de COo, y 95%
de aire, posteriormente se realizd unm lavado de las cé-
lulas con &§ ml de Hanke a piH=7.0, 200 XG por 10 min. =

Se ajustd a una comncentracidén de 2.5 X lps.célulaa/ml.

En cada caja Petr*t fueron colocados 10 ul de suero
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activado aonizfmocan en el poso tmquierdo aonvrqipqato

al ccﬁ;raz de cada serie de 3 poszos, se dejS en incuba-
eién 1 hr é'a7°c. antes de agregar las oélulas (PNN). -
10 ul de RPMI adioionado oon 15% de albdmina humana al

25% fueron colocados eén el poso de la derscha oon res--
pecte al ocntrai de cada serie de 3 posos. .10 ul de lé i
suspensidn de PMN a; colocaron en el pomo central de ca

da sarie.

Lae cajae pemmaneciéron en incubacibn a 37°C con -
5% de caz'y 95% de aire por 24 hrs. (Figura No. 3). ==
Cada experimento se realisd por tripliocado, tomando en
ouenta el promedioc de cada uno.

. Con. lo que respecta a la fijacidn, tinciﬁn; y‘lcc-'

tura de las cajas fue similar a la téonioca "in vivo".
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FIGURA No 3

ESQUEMA QUE MUESTRA .u' COLOCACION DE LAS CELULAS EN —
CADA POZO OE LA CAVA PETRI TANTO EN EL MODELO"WN VIVO"
. OOMO "t VITRO".

0 UL DE ZAS (SUERD ACTIVADO CON ZIMOGSAN )

A
71
/7 1
/1y
. ~CELULAS (PuN)
- DEL. TESTISO
CELULAS (Fre) __ - —_——— CELtLAS (P}
OEL - PACIENTE OfL _'mm
L
\
/.
\\ /

MEDIO RPMI ADICIONADO
CON ALBUMINA AL 18 %

NOTA: EN EL MOOELO "Mt VITRO” SE INTERCALARON CELULAS —
PuN DK CADA DILUCION (WARIACION DEL EFECTO OE LA CONCEN
TRACION DE. SALICILATO)
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D) INMUNOENSAYO PARA LA DETERMINACION CUANTITATIVA DE COM-
PLEJOS INMUNES CIRCULANTES.

Se aolecté asépticamente una muestra de sangre (No
menocs de 0.5 ml) en un tubo. Se dejé coagular y se se~
paré el suero. Las muestras se conservaron almacenadas

a -70°C hasta 8su uso.

© La preparacidn de la curva estdndar se realiazd con
1 control nega#iﬁo, 1 eontrol posifivo débil, 1 eontrol
ipoaitivo fuerte sin diluir y una seriae de diluciones --
dal control positivo fuerte 1:4, 1:16 y 1:64. La curva

8e realizd por duplicado. -

También se realitzd la dilucibn correspondiente de
los sueros probilemas. Se corrieron al mismo tiempo to-

das las pruebas.

Los frascos 8se mesclaron perfc&tamentc. Se¢, afadis
a cada frasco un disco acoélada con clq (con las pinzas
egpectiales para transferir discos). Loa-frasaoa 8¢ agt
taron suavemente para asegurarse de que los discos se -
sumergieran en las muestras y controles. Los frascos -
8¢ incubaron en un bavio con agua én'agitaciﬁn a 37°C ¥

2°C durante 45 min. Se utiliad un agitador fijo de mo-
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do que el contenido estuviera en movimiento suave Y - -~

constante.

Despuée de 45 min de incubaeibn, los frascos se re
" tiraron del badio y se colocaron em un baflo con hielo --
(0°C). Todos los frascos y discos se lavaron 3 veces -
con golucidn salina (0.9%).ajustada a un pH de 7.2 a 8.0
La solucidn de lavado se aspird completamente despuds -
del filtimo lavado. Los discos se transfirieron a cada

frasco a otrag serie de viales limpiocs en el mismo orden.

Se coload 0.5 ml del anticuerpo marcade con enatma
anti~inmunoglobulina humana G v M en cada frasco. Los
frascos ae incubaron en un bafio con agua en agitacidn a
37°C ¥ 2°C por ¢5 min. £l substrato de fosfato de p-ni
trofenil 3e prepard en el segundo perfodo de incubacibn.
Manteniéndolo a una temperatura de 2°C a 8°C. Los fras
cos ae'retiraron.del baflo econ agua después de los 45 =-
min de incubacidn y se coioaaran en un bario con hielo -
(o°c).. Cada fraéco sa lavd & veces con solucidbn salina
0.9% y s8e aspird toda la solucibn de lavado después del
#ltimo lavado. Los discos se transfirieron a una tercer
gerie de frascos. A cada frasco se le anadtsd 1.0 ml -;
del subatrato. Los frascos se incub&ron en el basio con

agua en agitaceidn por 20 min a 37°C+2°C, al final dei -
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peribdo de incubacidbn, loe frascos se quitaron del bafo

eon .agua y se colocaron en un lugar seco.

Tan pronto como fuf posible, se aAadieron 2 gotas
de solucibn de hidréxido de sodio 3 M (aproximadamente
0.1 ml) a cada frasco para detener la reaccibn. Lo8 ==

frascos se retiraron para poder mesclar su contenido.

Lectura de los resultados:

La lectura se realiadé antes de qﬁe pasaran 2 h des
puds de que la reaccidén fué detenida. Los resultados -
se leyeron en un fotdmetyro a una absorbenéia de 405 nm
con un volumen de muestra de 0.7 ml o menos. Las lectu
ras se registraron como unidades de absorbencia por - -~
1000. El aparato 8e ajustd a cero coﬁ un blanco de agua
destilada. Después de la lectura de cada muestra, se -

lavéd la cubeta con agua destilada.

Analists Eetadfetico:

Los resultadoa de concentracifn de salisilato en -
suero a diferentes tiempoe y la concentracidn de comple
Jos inmunes se trataron con la prueba de t de Student.

Los resultados de la actividad éuimiatdctica y fagocfti
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ca se trataron con métodos no paramétrieos-como. fue gZ
contraste de la U de Mann Whiiney (45), con un meife«él

de confianaa del 95%.




d4

FUNDAMENTO METODOLOGICO

A) DETERMINACION DE CONCENTRACION DE SALICILATO EN SUERO.

Egta t&cnica aprovecha la naturaleza fendlica del
salicilato para hacerlo reaccionar con una sal férrica
y formar un complejo de color violeta. La inhibieidn -
del color por adicidn de loe fosfatoe y oxalatos se im-

pide mediante el empleo del nitrato férrico en concen--—

tracionee altas (38).

oy

+ Fettt = complejo de color violeta

Log valores del testigo para suero son menores de

2.1 mg/100ml.

8) FAGOCITOSIS CON PARTICULAS DE LATEX

Eete método aprovacha la propiedad de los leucoci-
tos polimorfonucleares de adherirse al vidrio y de inge
rir determinadas sustanciaa, Zlamdndose a @ste fenémeno

fogocitosia.
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Las muestras de.aangre utilizadas para la obten- -
cibén de los polimorfonucleares se desfibrinaron con el
objeto de evitar el uso de anticoagulantes tales coro =
los agentes quelantes y la heparina, ya que 8e ha infor
mado que el EDTA, el citrato y el oxalato sustraen losg

+ ++

iones Ca’ y Mg del medio, los cuales 8son necesartos

para la acoeidn fagocftica.

Dado que los polimorfonuclearas tiemen tendencia a
adherirse a la superficie de vidrioc, las muestras de --
gangre déafibrinada 8e colocaron iﬁmediatamente sobre -
cubreobjetos con el propbsito de evitar la pérdida o se
ieceibn de la poblacibn de los PMN adheribles al vidrio

del tubo de ensayo.

El lavado de los fagocitos comn solueciébn de Hanke -
permitid eliminar er lo posible las protefnas séricas -
que pudieran activar la fagocitosis, salvo las que pu—-
diesen haber quedado atrapadéa entre la superfioie adhe
rente de los PMN y el vidrio, o absorbidae fuertemente

en la cflulas.

Empleando este mé&todo, se pudieron obtener prepara
ctonee due contenfan en forma casi pura los PMN, salvo

loa monoeitos y eocsinbfilos que también se adhirieron -
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al vidrio. La desfibrinacién de la sangre evitd la pre

‘eenoia de las plaquetas que también aon adherentes (39,

40).

QUIMIOTAXIS EN AGAROSA

El método de quimiotaxie de leucocitos humanos es~
ta béaado en la migraciébn de c8lulas en un gel de agaro
8a. ZEaste método tiene aplicacién tanto para leucocitos
polimorfonucleares coﬁa para monocitos, de los cuales -
mide quimiotaxis y migracién esponé&nea. La quimiota--
xie de neutrndfilos esta definida como una migracidn ?c-
tiva y dirigid& de las cé&lulas hacia un gradiente de --
substanciae, las que atraen a las célulaes. La cuantifi
eacibn de migracién es hecha por la medieién de la dis-
tancia que'Zas eflulas recorrieron del margen del poso
hacia el factor quimiotdctico (A= Quimiotaxis) y la dis
tancia que lae células recorrieron del margen del poso
hacta el medio sin factor quimiotdotico (B= Migracidén -
espontdneal. Unicamente polimorfonuclearee y monocitos
contribuyen a los patrones de migracibn, laé linfoctitos
no entran en el estrecho espacic entre la agarocsa y.el
fondo de la caja Petri. Durante el perfodo de tnocuda~--

eién del ZAS en las cajas antes de agregar las células
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ocurre la difuéi&n radial del factor gquimiotdctico en -~
el poso donde se encuentra para estableceér un gradiente
de concentracién entre €ste pozo Yy el poso que contiene
las ec8lulas, las cuales migran espontdneamente fuera ---
del poao de donde fuerén colocadas bajo la influencia -~
del gradiente y el movimiento es unidireccional hacié‘-
la alta concentraqcidén del gradiemnte. Por otra parte la
migracibn espont&nea de las c&lulas hacia el tercer po-
30  que contiene el medio de RPMI no se ve influenctada

por el gradiente provocado por Zimosan y continua su mi

gracién al asar.

La presencia de albiumina en la agarosa es esancial,
8in aibdmina la migracidn de las células es aignificati
vamente menor y muy irregular, ademds el gel de agarocesa
2ibre de alblimina no puede ser removido en forma intac-
ta de la caja Petri despuds de la fijacidn. Coneentra-
etonee de albidmina o suero en el medio de agaroea tan -
bajaa como 1.25% permiten remauei el gel y muy baja va-

riabilidad de migraeién.

2.4 mm es la distancia ideal entre los posce acaso
porque una distancia mayor podrfa llevar a un exrceso de
dilucién del factor quimiotdatico en la agarosa (Figura

No. ¢). El efecto del nfimero de céluias podrfa resul--~
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tar de una reespuesta a un gradiente de nutrientes, gas
o productos metab8licos lLos cuales 8on agotados o acumu
lados durante el tiempo del experimento. La respussta
"de las c&lulas al gradiente quimiotdetico no aumenta --—
proporeionalmente, resultando una disminucién del tndi-
ece quimiotdctico con un nﬂmerb de células incrementado.
La utilisacién de albdmina en la agarosa ea debido tam
bién a que el 8uero contieme activadores o inhibidores
de la quimiotaxis o migracién espontdnea, 8in embargo,
concentracionéa altas de albimina ef inhiben la migra--

- eién de las cElulas (41, 42, 43).
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C) INMUNOENSAYO PARA LA DETERMINACION CUANTITATIVA DE CON~~-

PLEJOS INMUNES CIRCULANTES.

La formacién de complejos immunes (CI) por la inte-
raccidén de anticuerpos con antfgeno es parte de la res--
puesta inmune humoral. Un ntimero de métodoe, basados en
varice principtos, pueden ser ugados para detectar y - -~
cuantificar complejos inmunes. Debido a la compoeiciln
‘compleja y tamanlo del complejo inmune, eafos experimen——
tos no necesariamente detectan al mismo complejo inmune

y oonaecuentemente dan diferentes resultados.

Los métodoa basados em la reascidn entre la poraién
Fo de tnmunoglobulinae en el complejo inmune y una de --
las subunidades del primer componente del complemento ~-
C;, 8on quisds los m&s comunmente usados por su etmplici

dad y especificidad (44).

El clq purificado se adhiere a un disco especial. -
La muestra dilufda aproptadamentae se incuba ocon uno de -
log discos cubtertos de Czq. Complejoa inmu@ea (conte--
niendo inmunoglobulina G y/o inmmunoglobulina M) e8i estdén
presentea en la mueatra se combinarén con el Clq unido -
al discc. El disco se lava para remover toda la mueatra

reaidual y se ataden anticucréoa anti-inmunoglobulina hu



mana G y M marcadas con fosfatasa alealina (anti-inmuno=-
globulina marcada con ensima). La anti-inmunoglobulina
marcada con anzima se uniri inmunolbgicamente al anti- -
ouerpo en la porcidn en que el complejo inmune se combi-
ndé con Clq en el disco durante la primera tncubacibn, --

por lo eual se forma el complejo:

(d{sco acoplado con clq - complejo inmune)

(anti immunoglobulina marcada con enzimal .

Despuées del lavado, se afade una mescla de agente -
reductor y ‘substrato. La enzima marcada se libera por -
acetdn del agente reductor y la hidrélisis enQimdticd -
que se origina al reaccionar la ensima con ¢l substrato
da como reaultado uﬁ producto de color amarillo (p-nitro

fenol).

Se anlade hidrdxido de sodio para parar la hidréli--
sis enzimdtica. La absorbencia es proporcional a la con
centraocifn de complejos inmunes y se mide com uﬁ fotbme-~

tro (Figura No. &).
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FIGURA No. 5 .

' GIAGRAMA ESQUEMIATICO DE LA DETERMINACION DE COMPLEJOS INMUNES
CIRCULANYTES EN PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE JUVENIL.
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CAPITULO V¥

RESULTADOS
Caracterfgticae de los Ninos Estudiados:

Se estudiaron un total de.24 niflos, que 8se agruparon -
de la siguiente manera: el primer grupo se formé con 12 teg
tigoa sanca, & mujeres y ? hombres con edadae comprendidas
entra é y 14 aftos. y el saegundo grupo integrado por 12 nifos
con artritis reunatoide juvenil, cuyas edades fluetuaban en
tre 11 y 14 ahos (Tabla No. 1). Algunos de estos nivos ya
tanfa un,periddé de twatamiento con &eido acetil-salieflico

cbmprendid? de 3 maesas a 3 afloe antes de este experimento.
Concentracidn de Salicilatos en Suero:

En la Gr&fica No. 1 y Tabla No. 2 se observa que la --
aoncentracién de salicilatos "m&zima” encontrada en el aue-
ro de la mayorfa de los pacientés es a los 90 min, 8in em=--
bargo en algunos pacientes la concentracidn "mdzima” de salt
cilatos 8e obtuvo a loe 180 min,

Dabido a ceta disorepancia en tiempoa (90 y 180 min) -

. . *
de concentracidn "méxima"” para confirmar ai la mayor concan
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tracidn de saliocilato en suero provoca el mayor efeoto so--
bre la quimiotaxie, fu8 necesario hacer otro tipo de grifi-
ca en la cual se tabularon ios resultados tomando en cuénta
dnicamente la corecentracibén mdzima de salicilato y la con--
centracién mfnima de ealioilato sin tomar en cuenta el tiem
po en el cual 8e tomaron las muestras, observdndose que to-
dos los pacientee sufren el mismo fendmeno (Tabla No. 3 y -

Grdfica No. 2).

Con ello, al hacer ocomparacién de grupos, la diferen--
eia estadfetica en cuanto a concentracibn fud -ignifiaaiiva
en todos los casos (Tabia de estadfastica No. 2). Al grupo
de testigos sanos 8e les tomé la muestra en las micmag oon-
dieiones (Omin sin dosificacién) que a los pacientes, se en

contrd eimilar concentracibn de aalicilato en ‘auero.

Quimtotaxie en Agarosa: ' -

Modelo "IR VIVOY

Se estudid el efécta de laas diferentes oaﬁccntracioncn
de aalieilataicnaontradaa en éZ'iucro de cada pactente go--
bre la actividad quimiotdctica (Tabla 4, Gr&fic; No. 3) pa-
ra ello se compararon los diferentes grupos entre sf, obte-
nidndoee las siguientaee cestadfstiocas de migracidén. Grupo A

(basal, antes de ia ingestidn de salicilato) com = = 0.794%
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0.2 contra Grupo B (Concentracidn mArima de salicilato sncon
trada en suero) .con T = 0.5668 ¥ 0.2, Significativa (p<0.001);
Grupo A contra Grupo C (La ;onacntracidn intermedia de eali-
eilato encontrada en suero de pacientes) con T = 0.736 + 0.3
¢s Significativa (pg0.001); Grupo A conmtra Grupo D (La ocon--
centracién minima de salicilato enocontrada en asueéro) oon - -
T = 1,08 ¥ 0.2 es Significativa (pc0.001); Grupc B contra --
Grupo ¢, Significativa (pe0.001). Grupoe B contra Grupo D, -
Significativa (pg0.001) y Grupo C contra Grupo D, Significa-

tiva (p<¢0.001). Tabla de estadfatica No. 3.

Con lo cual se cbserva que a concentracién mayor de sa-
tieilato en suero, la actividad quimiotdetica se encuentra -
dieminufda y a concentracién mtnima de salicilato la quimio-

taxis se encuentra aumentada.

Sin embargo al comparar individualmente cada caso, se -
observa que existen pacientas que presentan alta concentra--
oidn de salioilato en suero y eu actividad quimiotdctica no
8¢ obeerva tan disminufda como en el caso de otros pacientes.

La Tabla No. § presenta los datos obtanidoo al medir el
% de incremento y el % de daecremento de la aetividad quimio-
tdctica con rgepecto a la quimiotaxie basal antes de la in--

gestisn de aalicilato en presencia de las diferentes concen-
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traciones de salicilato en suero (cada caso por separadoel.
Estos datoa se graficaron (grdfica No. 4) compardndése en=-
tre of los resultados obtenidos de cada grupo, presentando
diferenctas estadfsticas significativas en todoa los grupos

(Tabla estadfetioca No. 4).

En esta grdfica No. 4 se observa claramente que a la -
eoncentracidn mayor de salicilato encontrada en suero - - -
(% = 0.248) asucede un % de deoremento en la quimiotaxzis - -
!i = -27.99) con respecto a la quimiotazis basal de cada pa
ciente y en la concentracidn mfnima de salicilato (Z=0.191)
. existe un % d@ incremanto de la quimiotaris (T = +27.8) con

respecto a la basal.

Estas obaservaciones no puaden interpolarse en todoa --
los caeos, ya que algunos pacientes no logran incrementar -
su quimiotaxis arriba de la basal a los 380 min despuds de

la ingestidén de salicilato.

-Migracibn Espontdnea de Agarosa:

Nodelo "IN VIVO"

Se investigs también el afecto de lae diferentes ocon--
centraciones de salicilato sobre la migracidn espontdnea de

‘leucocitos polimorfonucleares en pacientes oon artritia reu
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matoide juvenil (Tabla No. 6, Gréfica No. §). Sae observd -

que la concentracidn mayor de salicilato provoed disminucidn
sobre la migracidén ccpant&n;a, no significativa estadfstica
mente y a la concentracisn menor de salicilato hubo un pe-=-

quefio ineremento en la migracidén. Los resultados de migra-

eibn fueron comparados estadfeticamente }chla de estadfsti
ea No. 5). Grupo A (basal) con T = 0.320 # 0.05 contra Gru
po B (econcentracién miAzima) con T = 0.305 +# 0.03, la dife--

rencia fu€ no significativa (p»0.05); Grupo A contra Grupo

C (concentracidn intermedial) con T = 0.33% ¥ 0.04, no signi
fieativa (p>0.1}; Grupo A contra Grupo D {concentracidén mf-

nima) con T = 0.319 ¥ 0.07, eignificativa (p¢0.01} Grupo B-
eontra Grupo C la diferencia fue No significative (p»0.1);

Grupo C contra Grupo D fue aignificativa (p<0.01}

En la tabla No. 7, Grdfica 6, se observa detalladamen-
te el % de decremento que sufre la migracién espontdnea-a -
la mayor concentracidn de aaiicilato y el % de incremento
sobre la migracién a la cancentréaidn mfnima de salicilato.
Las diferencias estadfsticas entre cada grupo som reporta--

dae en la tabla estadfstica No. 6.

La Tabla No. 8 y la Grdfica No. 7 muestran un esquema
general del efecto de la concentracidn de salicilato sobra

la actividad quimiotdeitica y migracidn espontdnea de leuco-
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eitos polimorfonucleares. En el cual ge observan dos casos
elaramente; al haber una substanceia quimiotdetica presente
éata induce un gran desplazamiento de las células hacia €1,
lo cual se ve modificado »or la introduceidn de salicilatos
que a altas concentraciones provoecan una inhibicidn en la
migracién y a bajas concentraciones un aumento de migracidn

mayor, que el factor quimioctdetico.

Quimiotaxis en Agarosa

Modelo "IN VITRO"

También ge obsarvs el efecto de la concentracidn de gg'
lieilatos adbre la‘aotividad quimiotéetica de leﬁcocitos --
polimorfanuclea;es en pacientes con ARJ. En la Tabla No. 9
Grdfica No. 8 se expresan Zas valores en % de incremento o
% de decremento de la quimiotaxis en presencia de las dife-
rentes aoncentraciones de salicilato, en el medio dc-incubg
eibn, comparadda con la quimiotaxis 8in medicamento (Baaaih
Loa resultados obtenidos fueron que a concentracibén mayor -
de salicilato (0.729 mM/1), laz células mueatran un mayor %
de decremaento en la migracién con T = -22.86 y a ila concen-
tracién menor (0.140 mM/1) de salicilato un % de inoremento
con = = +27.0 en la quimiotaxis, con respecto a la migra- -
etbén quimiotéctica basal. Eate fendmeno se repitiéd al igual
que en el modelo "in vivo", fnicamente que la distancia de

<
migracién en cado caso es menor. Loa resultados de cada -
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grupo de concentracién de salicilato, se compararon estadfs
ticamente stendo la diferencia significativa con pgl.001 --

(Tabla estadfetica No. 8).

Migracién Espontdmnea en Agarosa

Modelo "IN VITRQ"

Al igual que el modelo "im vivo" se observs el efecto
de las diferentes concentraciones de salicilato a lae que -~
fueron ezpuestas las células sobre la migracién espontdnea
de leucocitoa polimorfonucleares (Tabla No, 10, Gr&fica No.
9). Los valores obtenidos somn expresados an % de incremen-
to y % de decremento de migracifn eon respecto a la migra-=-
eidbn esponfdnea, 8in influencia de salicilato. La forma de
comportamiento de e¢este fenSmenc ee similar al modelo "in --
vivo"”, en el cual a la concentracién mayor de salicilato --
(0.729 mM/i) existe un decremento en la migracidn, pero al
conpararla estadtsticamente con la concentracidn dé aalici-
lato 0.362 mM/1 (intermedia), la diferencia es no signifioca
tiva (p»0.05), tabla estadfatica No. 9 y a la menor concen-
traocién de salicilato 0.140 mM/1 existe un % de itnoremento

en la migracitbn, significativo.
Medicién de Complejos Inmunes

Se detqrmin&ﬂ}a concentracién de complejoe inmunes por
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mililitro en loa sueros de los diferentes grupos de niilos =
estudiades (Tabla WNo. 11, Gr&fica No 10). En los nifios sa
nos, se obtuviaron c¢ifras promedio de = 5.77% 0.88 ug eq
HAIgG/ml y en los pacientes con Artritis Reumatoide juvenil
se observé un nfimero de T = 12.117 ¥ 51.63 ug eq HAIgG/mi.
Eetas cifras promedio ase compararon aentre sf y resulta}on -
estadfeticamente diferentas (Tabla estadfstica HNo. 10) con
p¢0.001. Los resultados fueron obtenidos interpolando las
absorbenciae lefdas de cada paciente en la curva estdndar -

realiazada al mismo tiempo que las muestras bpoblema.
Fagocitosie dé Partfculae de Ldtex.

Se determind el % de fagacitécin e ftndice fagocftico -
de partfculas de iLdtex por células leucocitos polimorfonu--
cleares aen loes diferentes grupos de pacientes eestudiados --
(Tabla No. 12 y Gréfica No. 11). En los resultados obteni-
doe se obaerva que en pacientes con Artritis Reumatoide Ju-
venil tanto el % de fagocitosia con T = 79.6 ¥ 139.53 aomo
el fndice fagooftico con & = ?7.72 ¥ 2.05 ae enouentran dia-
minufdos en comparacidn a los resultados encontrados en pa-
cientea'aanoa con % de fagocitosis T = 11.46 % 0.868. El =~

an&lieis estadfstico muestra una diferencia significativa -

eén ambos casos (Tabla estadfetica WNo. 11).
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TABLA No. 1

CARACTERISTICAS DE LOS NIROS SANOS Y CON ARTRITIS REUMATOIDE
JUVENIL (ARJ)

NIfOS EDAD NIfoS EDAD
SANOS SEXO ANOS ARJ SEX0 ARNOs
1 F 8 1 F 14
2 N 10 2 ] 11
3 M 10 3 M 12
4 F 12 4 F 13
s F 13 5 F 14
8 M 12 6 M 11
7 F 9 ? F 12
8 M. 10 8 M 13
9 M 11 9 M 12
10 M. 10 10 M 12
11 M 11 11 F 14
12 F 14 12 F 13

M = Masculino
F = Femanino




TABLA No. 2

CONCENTRACIONES DE SALICILATOS EN SUERO A DIFERENTES TIEMPQOS EN PACIENTES
CON ARTRITIS REUMATOIDE JUVENIL

No. Salicilato No. mM/1 de salicilato en auero
Testigo m#/1 A Paciente 0 min 80 min 180 min 360 min

1 0.032 1 0.038 0.272 0.262 0.195
2 0.034 2 0.032 0.194 0.279 © 0.268
3 0.038 3 0.038 0.160 0.233 0.189
4 0.036 4 0.028 0.228 0.256 0.207
5 0.036 5 0.039 0.217 0.189 0.1265
8 0.028.. '] 0.035 0.233 0.197 0.185
7 0.039 7 0.031 0.253 0.217 0.159
8 0.041 8 0.034 0.207 0.186 0.157
P 0.032 9 0.025 0.266 0.253 0.224
10 0.02s 10 0.032 0.249 0.226 0.208
11 0.032 11 0.041 0.268 0.220 0.173
12 0.028 12 0.039 0.253 0.239 0. 207
X 0.032 X 0.034 0.233 0.228 0.194
DE 0.004 DE 0.004 0.03 0.02 0.03°

29
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TABLA No. 3

CONCENTRACION DE SALICILATOS EN SUERO DE.PACIE)YTES CON ARTRITIS REUMATOIDE JUVERIL

No. Salieilato No. CONCENTRACION DE SALICILATO mM/1
Tastigo mM/1 Paciente Antes ds la MAYOR INTERMEDIA MENOR

' Ingeatibn .
2 0.032 1 0.038 0.272 0.262 0.1395
2 0.034 2 0.032 0.279 0.268 0.2194
3 0.038 3 0.036 0.233 0.224 0.189
4 0.036 4 0.028 0.256 0.228 0.227
5 0.036 ] 0.039 0.217 0.188 0.185
6 0.025 6 0.035 0.233 0.197 0.185
? 0.039 4 0.031 0.253 0.217 0.159
8 0.041 8 0.034 0.207 0.186 0.157
9 0.032 9 0.025 0.266 0.253 0.224
10 0.025 10 0.032 5.249 0.226 0.208
11 0.032 112 0.041 0.268 0.220 0.173
12 0.026 12 0.039 0.253 0.239 0.207
X 0.032 X 0.034 g.248 0.225 0.191
DE 0.004 DE- 0.004 g.02 0.025 0.02

r9
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SALICILATOS SOBRE LA ACTIVIDAD QUIMIOTACTICA DE

LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES EN PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE

TABLA No. 4

JUVENIL

CONCENTRACION DE SALICILATOS EN SUERO (mM/L)
DISTANCIA DE MIGRACION (mm)

A B c D
BASAL MAXIMA INTERMEDIA MINIMA
No. Paciente mM/L mm mM/1l mm mM/1 mm mM/1 mm
. »

b4 0.038 0.86 0.272 0.40 0.262 0.56 0.1886 1.13 -
2 0.032 0.83 0.278 0.42 0.268 0.52 0.194 1.00
3 0.03¢ 0.70 0.233 0.60 0.189 0.80 0.160 .30
4 0.028 0.86 0.2566 0.73 0.228 0.93 0.207 1.08
& 0.038 0.80 0.217 0.76 0.189 1.13 0.1668 1.26
8 0.035 0.83 0.233 0.63 0.197 0.70 0.185 0.83
? 0.031 0.80 0.253 0.50 0.217 0.65 0.168 0.70
8 0.034 0.725 - 0.207 0.76 0.186 0.86 0.167 1.20
9 0.025 0.80 0.266 0.50 0.253 0.60 0.224 0.80
10 0.032 0.70 0.249 0.50 0,226 0.70 0.208 1.00
11 0.041 0.80 0.268 0.50 0.220 0.80 0.273 1.00
12 0.039 0.60 0.253 0.50 0.239 0.80 0.207 0.70
X 0.034 0.784 0.248 0.56¢6 0.225 0.736 0.1981 2.01
§ )4 0.004 0.2 0.025 0.2 0.02 0.2

0.02 a.2

99
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TABLA No.

.§
% DE INCREMENTO Y % D& DECREMENTO. DE LA QUIMIOTAXIS DE LEUCOCITOS POLINORFONUCLEARES

CONCENTRACION DE SALICILATOS mM/1
QUIMIOTAXIS EN % DE INCREMENTO (+) Y % DE DECREMENTO (-)

BASAL MAXIMA INTERMEDIA MINIMA
4y (8) (C) «D)
No. Paciente | mM/1 mm mM/1 % mM/ 1l % mM/ 1 %
2 0.039 0.66 0.272 -58.§ 0.262 ~36.1 0.198 +31.0
2 0.082 0.73 0.379 -49.3 0.268 ~37.0 0.1894 +20.4
3 0.036 0.80 0.233 ~14.2 0.189 +14.2 0.160 +85.7
¢ 0.028 0.65 0.256 -18.1 0.228 + 8.13 ‘0.207 +28.2
s 0.039 g.60 0,217 - 8.0 0.189 +41.25 0.168 +57.5
& 0.035 " g.60 0.233 -32.2 0.287 ~-24.7 0.185 -20.7§
7 0.031 Q.60 0.253 -37.5 0.217 -28.7 0.158 ~12,5
8 0.032 0.60 0.207 + 1.3 0.186 +14.6 0.152 +46.6
8 0.028 0.80 0.26¢ ~44.4 0.253 ~-33.8 0.224 -12.1
10 7.032 0.80 0.249 -28.8 0.226 ~ 0.208 +42.8
11 0.041 0.585 0.268 -37.5 a.220 - 0.173 +25.0
12 0.039 0.60 0.253 ~-20.0 0.239 - 0.207 +16.6
x 0.034 0.615 a.248 ~27.88] 0.225 + 6.4¢6 0.191 +27.8

29
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TABLA No. 6

EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL SALICILATO SOBRE-.-LA MIGRACION ESPONTANEA DE LEUCOCITOS
POLIMORFONUCLEARES DE PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE JUVENIL

"MODELO IN VIVO"

N

CONCENTRACION DE SALICILATOS mM/1
DISTANCIA DE .MIGRACION EN mm
BASAL MAXIMA INTERMEDIA MINIMA
(A) (B) (c) (D)

No. Paciente mM/1 mm mM/1 mm mM/ 1l mm mM/1 mm
2 0.038 0. 43 0.272 .30 0.262 0.35 0.195 0.43
2 0.032 0.38 0.279 0.30 0.268 0.33 0.194 0.43
3 0.038 0,30 0.233 0.30 0.189 0.40 0.160 0.43
-4 0.028 0.338 0.25¢6 0.33 0.228 0.35 0.207 0.40
S 0.08389 0.383 0.21? 0.35 0.189 0.36 0.166 0.53
€ 0.0368 0.30 0.233 0.30 0.197 0.30 0.186 0.36
4 0.031 0.30 0.253 0.26 0.217 0.30 0.159 0.30
8 0.034 0.38 0.207 0.38 0.186 0.42 0.1867 0.50
9 0.025 0.3¢6 0.266 0.30 0.253 0.30 0.224 0.32
10 0.032 0.25 0.249 0.30 0.226 0.30 0.208 0.35
<11 0.041 0.25 0.268 0.30 0.220 0.30 2.173 0.35
12 0ﬂ039 0.25 0.253 0.25 0.238 0.30 0.207 0.30
X 0.034 0.32 0.248 0.30 0.225 0.334 0.191 0.391
DE 0.004 0.05 0.03 0.026 0.04 0.02 0.02 0.07

0
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TABLA No. 7

% DE INCREMENTO Y % DE DECREMENTO DE LA MIGRACION bE.’SPONTANEA DE LEUCOCITOS

POLIMORFONUCLEARES
"MODELO IN VIVO"

MIGRACION ESPONTANEA EN mm,

CONCENTRACION DE SALICILATOS mM/1

% DE INCREMENTO O DECREMENTO

BASAL MAAXIMA INTERMEDIA MINIMA
. (4) (B) (c) (D)

No. Paciente mM/1 -mm mM/l % mM/ 1 > - mM/T %
1 0.038 0.43 0.272 -30.2 0.262 -18.6 0.1968 -
2 0.032 0.3¢6 0.278 -16.6 0.268 - 8.3 0.1894 +19.¢
3 0.036 .30 0.233 - 0.188 +33.3 0.160 +43.3
4 0.028 0.383 0.26656 - 0.228 + 6.0 0.207 +21.2
5 0.039 0.33 0.217 + 6.0 0.189 + 8.0 0.165 +60.6
6 0.0386 0.30 0.233 - 0.197 - 0.185 +20.0
? 0.031 0.30 0.2583 -13.3 0.21? - 0.159 -
8 0.034 0.38 0.20? - 0.186 +20.8 0.157 +31.6
9 0.025 0,36 0.266 -16.6 0.2583 ~16.6 0.224 -11.12
10 0.032 0.28 0.249 +20.0 0.226 +20.0 0.208 +40.90
11 0.041 0.28 0.268 . +20.0 0.220 +20.0 0.1273 +40.0
12 0.039 0.25 0.253 - 0.239 +20.0 0.207 +20.0
X 0.034 ' 0.32 0.248 - 2.5 0.225 + 5.74 0,191 +23.74
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- TABLA No. 8

ESQUEMA GENERAL DEL EFECTO "IN VIVO" DE LA OONCENTRACION DE SALICILATO SOBRE LA MIGRACION
ESPONTANEA Y QUIMIOTAXIS DE LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES EN PACIENTES CON
ARTRITIS REUMATOIDE JUVENIL.

QUIMIOTAXIS (Q)
MIGRACION ESPONTANEA . (M.E.)
TESTIGO PACIENTES
BASAL BASAL MAXIMA INTERMEDIA MININA
(1) (2) (3 (4) (s)

Wo. Determinacisl - @ M.E. Q M.E. Q. M.E. Q. M.E. Q. M.E.

J 1 0.66 0.30 0.86 0.43 0.40 0.30 | 0.55 0.35 1.13  0.43
2 0.73  0.30 0.83 0.38 0.42 0.30 | o0.52 0.33 1.00 0.43
3 0.60 0.20 0.70  0.30 0.60 0.30 |o0.80 o0.40 | 1.30 0.43
p 0.65 0.30 0.86 0.33 0.735 0.33 | 0.98 0.35 1.08 0.40
s 0.60 0.30 0.80 0.33 0.76 0.35 | 1.15 0.36 | 1.26 0.53
6 0.80 0.20 0.93 0.30 0.63 0.30 |o0.70 0.30 |0.83 o0.36
7 0.60 0.26 0.80 0.30 0.50 0.26 | 0.65 0.30 | 0.70 0.30
8 0.60 0.30 0.76 0.38 0.76 0.38 | o0.86 o.a2 1.10  0.50
9 0.60 0.30 0.90 . 0.36 0.50 0.30 | o0.60 0.30 0.80 o0.32
10 0.860 0.20 0.70  0.25 0.50. 0.30 | 0.70 0.30 1.00 0.35
71 0.55 0.25 0.80 0.25 0.50. 0.30 | o0.80 0.30 |1.00 o0.35
12 0.80 0.20 0.60 0.25 0.50 0.25 | 0.60 0.30 |o0.70 -0.30
X 0.81 0.26 0.794 0.32 0.566 0.30 | 0.736 0.334 | 1.01 o0.391|
DE 0.2 0.02 0.2 0.05 0.2 o.025 | 0.2 o.02 |o.2 .07
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TABLA No. 9

"MODELQ IN VITRO"
EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SALICILATO SOBRE LA ACTIVIDAD
QUIMIOTACTICA DE LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES EN PACIENTES
CON ARTRITIS REUMATOIDE JUVERIL

% DE INCREMENTO Y % DE DECREMENTO DE LA QUIMIOTAXIS

CONCENTRACION DE SALICILATO mM/1
MAXIMA INTERMEDIA MINIMA
No.Paciente 0.729 0.362 0.140
(1) (2) (3)
2 -18.6 - 8.3 +25.0
2 -14.0 -10.0 +30.0
3 ~-33.3 - 6.8 +33.3
4 -14.2 +14.28 +28.5
5 -20.0 +13.3 +33.3
6 - 7.6 + 7.6 +30.7
7 -16.6 - 8.3 +60.0
8 -33.3 -16.6 +16.6
9 -27.2 -28.8 + 9.0
10 -33.3 -25.0 +25.0
11 -20.0 ~10.0 +20.0
12 -38.4 - 8.3 +23.0
x -22.85 - 6.6 +37.0
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TABLA No. 10

MODELOC "IN VITRO"

_EFECTO DE LA WXCENTRACION DE SALICILATO SOBRE LA MIGRACION
ESPONTANEA DE LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES EN PACIENTES CON

ARTRITIS REUMATOIDE JUVENIL

% DE INCREMENTO ¥ % DE DECREMENTO DE LA MIGRACION

78

CONCENTRACION DE SALICILATO mM/1

: MAXIMA INTERMEDIA MINIMA
°. Paciente 0;;?9 U}i‘fz oj-i'fo
1 - - +43.3
) 2 .- .- -
3 -33.3 -23.3 -13.3
4 -39.3 - 9.0 -
5 - - -
] -33.2 -13.3 -
4 -13.3 - -
8 - +12.5 +25.0
9 -33.3 - +20.0
10 - - -
11 - - -
12 - - -
X -12.7 - 2.75 + 6.25
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TABLA No. 11

CONCENTRACION DI COMPLEJOS INMUNES EN SUERO DE PACIENTES -CON
ARTRITIS REUMATOIDE JUVENIL

ngg;go ug eq BAIgG/mil Paggg;gss ug eq HAIgG/ml

1. 7.70 1 5.27

-2 - 4.80 2 6.39
3 '8.10 3 7.64
4 5.37 ] 30.68

5. 5.10 5 5.27
8 5.30 8 13.95
7 6.40 7 13.95
8 5.20 8 20.10
9 8.10 9 ) 9.01
10 5.39 v 10 8.01

11 5.20 11 16.52
12 7.60 12 7.64

x 5.77 X : 12.117
DE ?.60 DE 51.63
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TABLA ¥No.

12
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FAGOCITOSIS DE PARTICULAS DE LATEX POR LEUCOCITOS POLIMORFO
.. NUCLEARES EN PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE JUVENIL.

'CRUPO PACIENTES GRUPO TESTIGO
No. DE FAGOCITOSIS INDICE FAGOCITOSIS INDICE
DETERMINACION % PAGOCITICO s FAGoCITICO |
1 93 10.0 82 20.2
2 a9 9.5 88 12.0
3 87 2.0 89 10.0
4 66 5.7 98 12.5
5 91 7.1 80 11.2
8 61 7.3 85 11.0
7 89 9.5 88 10.5
8 83 8.6 . 29 12.8
8 80 6.75 95 13.0
10 83 5.8 95 12.5
22 g4 8.0 81 10.6
12 80 7.5 92 11.5
X 79.8 7.72 90.8 11.48
OE 139,58 2.05 54.47 0.86
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FUENTE DE VARIACION .
IN VIVO. Concentracidén de salicilato en suero a diferentes tiempos (mM/l)

ANALISIS ES!’ADISTICO DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

TABLA DE ESTADISTICA No. 1

GRUPO n t-calculada P Conclusidn
mM/l de salicilato a 0 min (baeal) 12 28.4 pe0.001 SIGNIPICATIVA
mM/l de salicilato a 80 min 12
mM/l de salicilato a 0 min (basal) 12 26.1 pP¢0.001 SIGNIFICATIVA
mM/1 de salicilato a 180 min 12 o
mM/l de salicilato 0 min (basal) 12 23.2 pe0.001 SIFNIFICATIVA
mM/1l de salioilato a 360 min 12 )
mM/l de salicilato a 90 min 12 0.7 p>0.2 NQ SIGNIFICATIVA
mM/l de salicilato a 180 min 12
mN/l de salicilato a 80 min 12 §.78 P<0.001 SIGNIFICATIVA
mM/t de salicilato a 360 min 12 S )
mM/l de salicilato a 180 min 12 4.6 p«¢0.01 SIGNIFICATIVA
mM/t de salicilato a 360 min 12 .

TABLA DE ESTADISTICA No. 2

PUENTE DE VARIACION ’
IN VIVO. Concentracibn de salioilato en suero

GRUPO n t-caleulada p Conclusidn 1
Concentracién de salioilato (basal) 12 7.64 p<0.001 SIGNIFICATIVA
Concentracibn mayor de salicilato 12

»8



‘ GRUPO ”n t-caloculada P - Conolusidn
.Concentracibn de saliocilato (basal) 12 8.6 p<0.001 SIGNIFICATIVA
Concentracidn intearmedia de salioilato 12 . .
‘Concentracién de saltcilato (basal) 12 21.85 p<o0.0012 SIGNIFICATIVA
Conoentracidn Mfnima de salicilato 12
‘Conacentracién mayor de salicilato 12 3.3 p<0.01 SIGNIFICATIVA
Concentracidn intermedta de salicilato 12 ) :
Concentracibn mayor de salicilato 12 9.3 p€0.001 SIGNIFICATIVA
Concentracidn mtnima de salicilato 12
Concentracibn intermedia de salioilato 12 §.6 p.€0.001 SIGNIFICATIVA
Concentracidn mfnima de salicilato 12
] TABLA DE ESTADISTICA No. 3
FUENTE DE VARIACION
IN VIVO. Quimiotaxis
GRUPO n U-caleulada P Conalusidn
Nigracién basal ‘12. 18.8 pe0.001 SIGNIFICATIVA
Migracibn a conacentracidén mayor 12 '
Migracién basal 12 7.5 p<0.001 SIGNIFICATIVA
Migracibén conaentracién intermedia 12
Migracién basal ‘ 12 5.0 pe0.001 SIGNIFICATIVA
Migracién a la concentracidn mfnima 22
Migracidn ‘a la concentracidén mayor 13 5,03 pe0.001 SIGNIFICATIVA
Migracién a conocentrxaolidn 12
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‘ GRUPO n U-caloutada | p CONCLUSION
Migracién a la concentracidn mayor 12 7.03 p<0.001 SIGNIFICATIVA
Migracisn a la concentracidn mfnima
Migracidén a ooncentracién intermedia 12 5.01 p<0.001 SIGNIFICATIVA
Migracién a la oconcentracidn mfnima

TABLA DE ESTADISTICA No. 4
PUENTE DE VARIACION
IN VIVO. % de inoremento o % de decremento de la quimiotaxis de leucocitos PNN
: GRUPO n U-ocalculada P CONCLUSION
% Migracién a la concentracién mayor 12 33 p€0.035 SIGNIFICATIVA
% Migracidn a concentracién intermedia 12 : .
% Migraoién a la oconocentracisn mayor 12 26 pe0.01 SIGNIFICATIVA
% Migracidn a la oconcentracién minima 12
% Migraoién a t ién int. dia 12 ] P<0.001 SIGNiPICATIVA
% Migracién a la conaentracién minima 18
TABLA DE ESTADISTICA No. §
PUENTE DE VARIACION )
IN VIVO. Migraoidn esponténea a diferentes conceéntraciones de saliocilato
GRUPO n U-calculada p CONCLUSION
12 0.382 p»0.05 NO SIGNIFICATIVA

Migracién basal
Migracifn a concentraocidn mayor

'l



GRUPO ”n U-calculada 14 CONCLUSIOR

Migraoctsn basal 12 ‘ 1.66 p»0.1 NO SIGNIFICATIVA
Nigraoi&n a concentracién intermedia 12

Nigraocisn basal : 12 3.29 p¢0.01 SIGNIFICATIVA
Migraeidn a la concentracién mifnima 12 i

Migracién a la concentracidn mayor 12 1.956 p»0.01 NO SIGNIFICATIVA
Nigraecién a concentracibn intermedia 12

Migraoctén a la concentracibén mayor 12 5.9 Pe0.01 SIGNIPICATIVA
Migracibén a la concentracién m€nima - 12

Migracidn a trasién int dia 12 4.2 re0.01 SIGNIFICATIVA
Migracién a la ooncéntracién minima 12

TABLA DE ESTADISTICA No. 6

FUENTE DE VARIACION
IN VIVO. % de incremento o % de decremento en la migracidn esponténea de leucocitos PNN.

GRUPO ”n U-calculada P CONCLUSION
% Migracién a concentracidn mayor 12 48.5 p»0.08 NO SIGNIFICATIVA
% Migracién a concentracibn intermedia 12 .
% Migracidn a la eoncentracibn mayor 12 37 Pe0.025 SIGNIPICATIVA
% Migracién a concentracifn mfnima 12
% Migracisn a concentracién intemmedia 12 23 pe 0.01 SIGNIFICATIVA
% Migracidn a la concentraciébn mfnim 12

28



FUENTE DE VARIACION

TABLA DE ESTADISTICA No. 7

IN VIVO. Quimiotaxis y Migracidn eapontélnea a diferentes concentracionee de salicilato

GRUPO n U-caloulada P CONCLUSION J
Quimiotaxis grupo testigo 12 25.19 p¢0.001 SIGNIFICATIVA h
Migraci8n @spontdnea testigo 12 N
PACIENTES ARJ

Quimiotaxis basal . 12 20.6 p<0.001 SIGNIFICATIVA
Migracisn espontdnea basal 12 )
Quimiotazia a conaentracidn mayor 13 6.74 p<¢0.001 SIGNIFICATIVA
Migracién esponténea a la concentra .
cibén mayor : 12
Quimiotaxie a concentracidn inter
media de salioilato 12 8.78 p«<0.001 SIGNIFICATIVA
Migracién espontdnea a concentra-
cibn intermedia : 13
Quimiotaxis a la oconoentracidn mtnima 13 14.86 p«0.001 SIGNIFICATIVA
Migracibn eeponténea a la concen-

i tracién mfnima ) 13

TABLA DE ESTADISTICA No. &

FUENTE DE VARIACION

IN VITRO. % dé incremento o % de decremento en la quimiotaxis de leucooitos PNN

GRUPO n U~-caloulada P CONCLUSION ]
% Migracitn con 0.729 mM/l salicilato 12 21 p<0.001 SIGNIFICATIVA
% Migraoidn con 0.368 mN/l salicilato 12 .

—
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GRUPO n U-caloulada -] CONCLUSION
% Migracidén con 0.362 mM/l ealicilato 12 2 p<0.001 SIGNIFICATIVA
% Migracidn con 0.140 mM/l salicilato 12
% Migracién con 0.729 mM/l salicilato 12 1.8 pe0.001 SIGNIFICATIVA
% Migracién con 0.140 mN/l salicilato 12 .

TABLA DE ESTADISTICA No. 8

FUENTE DE VARIACION

IN VITRO. % de inoremanto o % de decremento de la migracién espontdnea de leucocitos PMN

GRUPO n U-caZcquda p . CONCLUSION
% Migracién oon 0.720 mN/l salicilato 12 50.85 ‘p>»0.08 NO SIGNIFICATIVA
'® Migracién oon 0.363 mM/l salicilato 13
% Migracidn con 0.362 mM/l salicilato 12 50.5 p>»0.08 MO SIGNIFICATIVA
% Migracién ccn 0.140 mM/1l salicilato 12 )
% Migraoisn con 0.729 mM/l salicilato 12 35.5 Pc0.025 SIGNIFICATIVA
% Migracidn con 0.140 mM/1l salicilato 12
. TABLA DE ESTADISTICA No. 10
FUENTE D& VARIACION
Concentracién de acomplejoe inmunes en suero
GRUPO ”n t-caloulada P CONCLUSION ]
ug eq/ml del grupo teatigo 12 3.137 p<0.001 SIGNIFICATIVA
12

ug eq/mt del grupo de pacientes ARJ

@
©




TABLA DE ESTADISTICA No. 11

FUENTE DE VARIACION
Fagocitosis e tndice fagooftico

GRUPO n U=-calculada P CONCLUSION

% Fagoeitosis del grupo testigo 12 33 p<0.025 SIGNIFICATIVA
% ﬁggocitoaia del grupo de pacientes 12 '

o
Indice fagocftico del grupo tes-
tigo 12 _35.5 Pe0.025 SIGNIFICATIVA
Indice fagocftico del grupo de pa- ‘
eiente8 ARJ 12

08



CAPITULO VI

DISCUSION:

Cuando eeé habia del efecto de salicilato asobre ia mi--
gracidn leucocitaria, por lo regular se enfocan a neutrdSfi-
los. Mangliulo et, al (1977) observd la inhibiecidn de qui-
miotaxia por dcido acetil-salieflico empleando la técnica -
de la cdmara de Boyden (46}, sin embargo otros autores for-
mularon que sus resultados no eran confiables debide a que
ta aspirina puede provocar que las células disminuyan la ca
pacidad de adheai&n, en aste caso al filtro utilizado en la

efmara (25).

Se efectul otro estudio en el cual también se utilisd
la cdmara de Boyden pero aquf se realiss conteo de c&lulas
tanto adharidae como deesprendidas del fiitro, la respussta
quimiot@ictica de neutrSfilos en preaencia de salicilatos no
Jue eatadfeticamante significativa pero st fue significati-
vo el inoremento en migracién al aaar. Estos autores con--
oluyen que los eaZiciiatoa no tuvieron efecto aobre la qui-

miotaxie de neutrdfilos (31).

' Loes prasentes experimentos demuestran el efecto de sa-

licilatos aobre la migracsidn de neutrdfiloe "in vivo" e "in
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vitro” un decremento de quimiotaxia y migracidn espontdnea
a altas concentraciones de salicilato en ambos modalos, uti
tizando para la auantificdc%&n de migracién el mé&todo de --
gel de agarosa en donde ee determind la distancta de migra-
ctén en mm desde el extremo del orificio donde fueron colo-
cadas las oc&lulas al frente principal de migracisdn, una téc
hica que elimina el conteo de células (42).

Con loa wvesultados obtenidos podrfa geationarse lo si-

gutente:

1°, El experimento "in vivo" podrfa indicar un efecto
dal -aalicilato aobre los mismos neutréfiloe puaesto que las
células se sometieron a ciertos lavados antes de realizar -

los experimentos.

2°. Se ha sugerido que la secuencia prinecipal en la --
produacidn de la respuesta inflamatoria "in vivo" es:

a) Liberacidn de aminas, histamina y € HT

b) Formacién de cininae, y finalmentae

e) La activacidn da prostaglandinas y posiblemente la
substancia de reaccidén lenta (SRS). Do;de el comple
mento sérico, representa el mecanismo que induce y
mantiene esta gecuencia de evento. En el drea de -

inflamaeidn las primeras océlulas en acumularse son
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los neutrSfiloas, los cuales poseen un metabolismo -
oxidativo sumamente activo cornectado con su activi-
dad mierobiana y cuya movilidad e ingestidn depende
del metabolismo de glucoaa, los eventos subsiguien-
tées involucaran el consumo. de oxfgeno y el estfmulo
ae la vfa kezdaa-monofoafata (HMN) y con ello la --
produccién de peréxido de hidrbgenoc y el anidén supe
réxido (0;). Estos dafioa metabdlicos pueden produ-

eir daitlo sobre la membrana celular del neutrbfilo.

Ahora bien,'los neutrSfilos una ves aislados, la auto-
oxidacidn por presencia de factores en el suero puede cau--
sar danto en la migracidn espontdnea y quimiotaxie, e8 decir,
ta llamada locomocidn, en la cual es esencial la sfntesis =
de protefnas, en cambio la funeidn fagoecftica no se ve afeo-
tada, aiendo fsta una posible cauea para la inhibioidn de la
migracidn. Se ha observade que en un peridde de 5 hre exis-

te una rdpida decaftda de la quimiotaxis y migracibn espontd-

’
i

nea, madido por la téonica de agarosa (47).

3°. La inhibieibn da la migracibén de neutrSfilos es de-
bida a la presencia de complejoe ihmunea circulantes y que -
la capacidad de los complejos inmunes de inhibir la migra- =
cidén de nautr?filoa "in vitro” podrfa también contribuir a

la acumulacidn de neutrbSfilos en sitios de formacién de com=~
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plejos inmunes "in vive”.

Un mecanismo propuesto para esta acumulacién de neutrd
filos es la atraceidn quimiotdctica por a&tivaci&n de los -
componentas del complemento por complejos inmunes, lo ocual
puede ser demostrado en el suero y en el lfquido ainovial.
Sin embargo, ademds de la generacién de factores quimiotdc-
t{coe, los eomplejos inmunes podrfan tambidn afcctar'la mi-
gracibn de neutrSfilos por una interaccidn directa con Za -

superficie del neutrdfilo.

Despubs de llevar a cabo un andlisie detallado de las
tres respuestas de la posible causa de la inhibicién de la
migraoidn de neutrSfilos (PMN) en los experimentos efectua~
dos, la primera opcién es la respuesta sattefactoria a loa
resultados obtenidos, ya que el comportamiento de quimiota- .
xia y migracidn eapontdnea presentado por las oélulas es in
veraamente proporcional a la conaentracidn de salicilato al

cual se exponen las célulae tanto "in vivo” oomo "in vitro"

La segunda opeifn es aliminada, al tomar en cuenta que
al realizar los experimentoe las c&lulaas (PMN) se aislaron
dal suero inmediatamente deepufs de haber tomado las 'mues--—

tras de aangre por lo cual ge evit8 la auto-oxidacién.



La tercera supogicidn no ee acepta, tomando en cuenta
que en los experimentos hechos se émple& un faetor gquimio--
téetico en este caso, aimoasan el cual evita que aunque lcs
células hayan ingerido complejos inmunea o eatén en contac-
to con complejos immunes se inhiba lz migracidén de las c&lu

las (48).

Entre los tranatornos tnmunolégicos asceiados con com-
plejos inmunitarios localizables en forma circulante o depo
sitados en los tejidos estd ARd. Como aes sabido casi cual-
quier antfgeno extrafio que produsca wuna respucata identifi-
cable de antiduerpoa puede conduair al desarrollo de depSsi
tosa de complejos inmunes. En los resultados obtenidos de -
complejos inmunea circulantes en suero ae eéncontrd aumenta-
da significativamente la concentraeidn de C.I. en niRos con
ARJ al ecompararla con la aoncentracibn obeervada en nifios -
sanos. Lo anterior concuerda con inveatigaoianas recientes
que han iemostrado en estos pacientes el desarrollo de C.I.
eomo IgG-IgM y complejos IgG-IgG em el suero obtaenido por -
ultracentrifugacidén. Esto e8 de importancia en vista de --
que el reaonocimienfa celular "in vivo" de loca complejos in
munes induce que sean fagocitados o que efersan efectos de
inflamacibn directa que davian la funeidén celular loeal. c-
Por ejemplo: La fagocitoasis de loe complejos por célulag ==

polimorfonuclearas (PMN) conduce a wun qumento en lag activi-
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dad metabSlica liberando ensimae lisosomales al medio. -~ -
Otro efecto de loa C.I. puede ser la liaie o eliminaaibn de
las células como resultado de la unidn de los C.I. a la mem
brana f(eritrocitos y plaquetas) como efecto final, un dafio

tigular en el sitio donde se localicen. Loa efectos biolb-
giteos de los conmplejos inmunes se dctcrmiﬁah por la interac
etdén con los receptores celulares y humorales por lo que el
acoplamiento de los C.I. a los raceptorea.puede activar al

eistema del complemento.

Por lo que 8e refiere a los reesultados obtenidos de la
fagocitosis de partfculas de l&tex éor leucoeitos PMN, la -
disminucidn existente en % de fagoeitoeis e fndice fagoeflti
aco de pacientes con ARJ al campérarla con el grupo de‘niﬂos
s8anos, podrfa considerarse que e8 debido a la presencia "in
vivo"” de complejos inmunes ilos auale? son fdcilmente fagoci
tados por los leuéocitos PMN por lo que al realizar el expe
rimento oon partf&ulae de ldtex ya no hay aabidé a una'ma--

yor fagocitosis de partfculas.

Zn e8f el daido acetil-galioflico ee el mediaamenté de
elaccidn en el tratamianto de esta enfbrmcdad,t#unquo su me
caniemo de aceidn no estf claro. La aspirina inhibe la - -
actividad de la proetaglandfn-sintetasa "in vitro" y reduce

la bicsfntesie de prostaglandinas en una variedad de siete-
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mas (32). Se ha propuesto que la tnhibicidn de esta enazima
podrfa evitar unos de loas efectos terapéuticos, tales como

analgesfa, antipiresis y las propiedades anti-reumdticas da
aspirina y de otras drogas anti-inflamatorias no eateroides:

(a).

Se augiere que un importante componente de la accibén -
anti-inflamatoria de aapirina e; una interferencia com itn--
filtracidn celular (33). Los mecanismos de esta acoidn no
involu&ran un primer efecto aobre lua prostaglandfn-asintata=-
ga y los efectos "in vivo" de aapirina e&bre el contenido -

de prostaglandinas en exudados inflamatorios, es secundario

a una accidn inicial sobre migracidn leucocitaria.




CAPITULO O vrIrzr

CONCLUSIONES

De acuerdo a los objetivos planteados y despuds de -

haber realiaado loa experimentos neceesarios se concluye lo

siguiente:

La actividad quimiotdetica de leucoecitos polimorfonu--
eleares en pacientes con artritis reumatoide juvenil -
se encuentra ligeramente aumentada y Za‘fagoéitoeis de
célulaa PMN en este estudio se observd disminufda con
respecto al grupo de nivios contro?/}o oual conouerda -

eon la concentraciébn de complejos inmunes circulantes.

El efeoto que tienem los salicilatos sobre la activi--

dad quimiotdetica tanto in vivo como in vitro-a altas

- eoncentraciones és la de influenciar un decremento sig

nificativo en la migracidn en ambos modelos y posterior

mente Ssta eée va incrementando a menor concentracidn.

La concentracidén de complejos inmunes circulantes en -~
suero de ninos eon ARJ ee significativamente mayor en

comparacién a loa nifice sanoa.
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¢.- Los resultados obtenidos de la concentracidh'&els&iici
Zato en el suero de pacientea'con ARJ vartaiééﬁ'respag
to al tiempo de aplicacibn de la doais, depéhdiéndo de
la capacidad de absoreidn o hidrdlisis de Z;os ‘sl"avl‘:icilg_

tos por el organismo.

Z8 de importancia mencionar que loe objetives propuea-
tos en la investigacidén Llograron ser cumplidos. ' Sin embar-
go, para temar datos més representativos se gugiere que la

muestra poblacional sea mayor.
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APENDICE

PREPARACION DE REACTIVOS:

Solucién buffer de Hanks (HBSS)

Fé8rmula:

NaCl . . . . P 8000 mg/t

KCL. v v o o 0 oo 400 mg/1
qupo‘zuzo ,1; 3y160 mg/l
MgSO,.7HZO0 . .. . 100 mg/1

KRR PO, . - -y s 80 mg/l
cacl, . . . .. 140 mg/t
Dextrosa . e “. . 1000 mg/t
NaHCO; . . . . . . 350 mg/t

Rojo de femol. . . . .. . ,:.“;'; < . 2.5 mg/t

Se disolvis el NaCl, XCZ; ﬁgsb4,-0aciz,¢n 500 ml. de -
agua destilada. Aparte ase disolvis la déztroaa, los foafa--
tos y rojo de fenol en 400 ml de agua destilada. ambas solu
ctones se mesclaron y esterilizaron é travds de filtros aestd
riles de 0.22 mioras. FEl NaHCO, se disolvid en 100 ml de --
agua y esterilial en autoclave. En el momaento de 8su uso se

aedid a la mescla anterior.



II

Medio de RPMI 1640 /
Fé&rmyla:
1 sobre de RPNI 1640
2 g de bicarbonato de sodio
5 ml de penteilina "g" sbdica

5 ml de estreptomicina "s"

El bicarbonato de sodio se disolvid previamente en 50 mi
de agua destilada estéril y se filtré, posteriormente se agre
garon los demd&s reativos, se afoﬁ& a 1000 mllcon agua destila
da estéril. Se mesclds fuertemente durante 10 min. Se oonser
v8 en refrigeracidn y se ajusté su pH a 7.0 al momento de su

uso.

Asul de Tripan 0.1%
Férmula: .
Azul de Tripan . . . .‘;';u:f;h’ . 0.4 g

FaCl . o o v v et e i e . 0.8 g

KpBPOy e o o o o o .;.f;:;[.”‘ .. 0,08 g

Agua destilada . . . .. i v v W e . 85 mi
Piltrar y al momento de utilizaila, diluirlo 1:4. Es -

un colorante vital, por lo cual se praparq.y guards en forma

eastéril.



III
PREPARACION DE AGAROSA:

Se pesaron 0.08 mg delagaroaa en 5 ml de agua desti-
lada estéril. En un "bano Marfa" a ebullicidn se disolvid la
agarcsa durante 10 a 15 min. La agarosa- fue enfriada en un -
bato de agua a 47°C. La asuspensidn de agarosa se mezcld con
un volumen igual del medio de RPMI-1640 adicionado con 15% de
albimina humana al 25% (5 ml), cuando ambaa soluciones habfan

aleanzado la miama temperatura a 47°C.

3 mi de la suspensidn anterior fueron vaciados en ca
Jas Petri estdriles de 35 x 10 mm; se dejé solidificar la aga
rbsa a temperatura ambiente. Las cajas f;sron refrigeradas =
por 30 hin, 3 series de 3 posos con difmetro de 2.4 mm y sepa
radae 2.4 mm un poazo del otro, fueron cortados en el gel, -~
usando para ello una plantilla con un horadador. ELl gel de -

los pozos fue removido por succidn con una bomba de vacio.
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