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INTRODUCCION

I\l Lupus Eritematoso es el resultado de un proceso de auto-
sensibilizaciéon. In ¢l se producen las modificaciones mas va-
riadas, los ataques mis solapados tanto al tejido conjuntivo
como al sistema vascular. Las modificaciones varian de un
caso a otro, v la evolucion no sigue un patrén clasico sino que
toma formas caprichosas. Suele tener sintomas comunes a los
de otras enfermedades det tejido conjuntivo v también pre-
senta semejanza a otras diferentes o este grupo. Los andlisis
del laboratorio pueden dar resuhiados positivos inespecificos
pudiéndose encontrar en el suero de enfermos de Tapus Fri-
tematoso reacciones positivas para sifilis, reacciones febriles
con alto titulo, ctc.

Las consideraciones anteriores estin de acuerdo con la
experiencia clinica de los especialistas. Asi Robles Gil 1) en-
cucntra un 84¢7 de diagnosticos erréneos en casos de enfermos
de Lupus Eritematoso que Hegaron a su consulta despuds de
haber sido tratados por los médicos como tuberenlosis, cineer,
glomerulonefritis, endocarditis, fichre de malta, ancmia hemo-
Huica, salmoncelosis, artrias reumatotde, ficbre reamaitica, ete.
Fl error de diagnodstico se prolongd en algunos casos por va-
rios anos dependiendo de Lo experienciac del chinico, de la cla-
ridad de los sintomas, tiempo en que se presenta a consulta. El
cingndstico se facilita por Iy investigacion vy titudacion de anti-
cuerpos antinucleares que veaccionan con el material nuelear,
de Ta evolucion del Lupus Fritematoso, dependiendo de su con-
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centracién v de otras muchas circunstancias que facilitan o im-

piden la reaccién antigeno anticuerpo como son, entre otros,

los procesos hormonales, climatolbgicos v genéticos. La titula-
cién de estos anticuerpos constituve el objeto de esta tesis.

ANTECEDENTES

Los anticuerpos han sido definidos como globulinas mo-
dificadas, producidas en un organismo superior a consecuen-
cia del efecto: catalitico de los antigenos con los cuales pueden
reaccionar especificamente. Enwre las condiciones de antige-
nicidad se ha mencionado la de ser sustancia extrana al orga-
nismo inmunizado {2V,

Como la Inmuneclogia ex una ciencia relativamente nue-
va, que avanza a ritmo acelerado, no es raro que se tengan que
modificar algunos concepros. Ast por cjemplo, L idea de ma-
teria exdgena al organismo. como condicion de antigenicidad.
ha tenido que ceder, por la evidencia de los hechos. Faopri-
mer lugar, el descubrimiento de los grupos sanguineos en 1901
13) Hevd al conocimiento de los isoanticuerpos producidos por
el efecto catalitico de sustancias de organismos pertenecientes
a la misma especie. i cuanto o la autoinmuenizacion, o sea a
la produccion de anticuerpos en un organismo hacia sus pro-
pias sustancias, tardd mucho tiempo en comproburse experi-
mentalmente debido o ciertas bases tedricas establecidas por
los fundadores de la Inmunologia, que tal vez por respeto pa-
recian mntocables 74) . Grabar cita como razones fundamenta-
les las signientes:

lo.  La expresion de Ehrlich “horror antoxicans™,

20, La idea de que los anticuerpos se producenn como
mecanismo de defensi



Jo. La sospecha de que no se debian producir anticuer-

pos para sustancias del mismo organismo porque
causarian dano.

40. La dificultad para demostrar la presencia de auto-
anticucrpos en la sangre circulante, va que pueden
combinarse con los autoantigenos v no encontrarse a
mcanos que estén en exceso,

Los fenémenos de autoinmunizacion tienen las signientes

bases experimentales:

Y

1.—Fl efecto citotoxico - 4.

Este puede explicarse con el siguiente ejemplo:

a)

b)

c)

d)

A una gallina se le invecta tejido renal de un co-
nejo hasta lograr inmuanizaria,

Se sangra la gallina v se separa ol suero que con-
tendrd anticuerpos especificos para ol vindn del
COH(‘j(?.

Se inyecta este suero al conejo.

Se producen lesiones renades en el conejo al reac-
cionar las células renales con sus anticuerpos es-
pecificos.

2. —~La demostracidn de antoanticuerpos en el suero de

animales nmmunizados artficialmente con sustancias

del mismo organismo,

a)

b)

Autoanticuerpos para {racciones del sistema ner-
vioso central en el caso de encefalitis 15H) .
Autoanticuerpos en caso de esterilidad produci-
da por la autoinmunizacidbn con espermatozoi-
des (6).
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3.—Demostracién de autoanticucrpos en casos patolégi-
€os por autoinmunizacion,

a) Artritis Reumatoide (7).

b) Lupus Eritematoso (8).

c¢) Malaria (9).
)

d) Tiroiditis (10).

4.—La provocacién experimental de lesiones como con-
secuencia de autoinmunizacién.

a) Lesiones en el cristalino (11).
b) Lesiones en la glindula tivoides {(12).
Es posible que en muchos casos patolégicos se encuentren

autoanticuerpos pero no se tienen medios eficaces para reco-
nocerlos.




LUPUS ERITEMATOSO

Una de las enfermedades clasificadas como de autoinmu-
nizacion cs ¢l Lupus Eritematoso. En esta enfermedad el auto-
antigeno os ¢l dcido desoxirribonucleico, contenido en las nu-
cleoproteinas de los nicleos celulares por lo que a los an-
cuerpos se les ha llamado antinucleaves (133, Ll anticuerpo
reacciona dentro de la c¢lula con el material nuclear ocasio-
nando las Hamadas células de lupus o de Hargraves, las cua-
les fueron explicadas como fendmeno de autoinmunizacién por
Wiener {14). Se reconocen los anticuerpos entre otros méto-
dos por fijacion de complemento 133, fuorescencia 15 L pre-
cipitacidn {13}, cte.

Fn los casos de Lupus Eritematoso diseminado se encuen-
tran trastornos caracteristicos en los vasos sanguincos, que dan
lugar a manchas en la piel; cardiacos, de las mucoproteinas y
mucopolisacaridos, por lo que se le ha clasificado entre las en-
fermedades del tejido conjuntive o renmiiticas, Hamadas tan-
hién del coligeno.

Fin el laboratorio de Reumatologia se recibe con gran fre-
cuencia sueros de nitos enfermos de Amigdalitis para climinar
posible Ficbre Renmitica: sueros de enfermos de Fiebre Reu-
mdtica para titular antistreptolisina v realizar otras reacciones
de actividad veumatica ; sueros de enfermos de Artritis Reuma-
toide donde se investiga fundamentalimente antoanticuerpos
para globulinas gama; sueros de enfermos de Lupus Eritema-
toso v sueros de personas Renmiticas en las que se busea ol
diagnéstico. Como ¢l Lupus Eritematoso e una enfermedad
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crénica cuya iniciacion puede pasar inadvertida v que se pre-
ta con frecuencia en personas del sexo femenino entre 20 y
40 afios, s¢ pensd en la conveniencia de investigar anticuerpos
antinucleares en sueros de personas normales de estas caracte-
risticas y en sucros de enfermos reunidticos sin diagnéstico di-
ferencial, comparativamente con los sucros antes mencionados.
La investigacion v titulacion de estos anticuerpos constituye
La parte experimental de esta tesis,

MATERTALES Y METODOS

La titulacién de anticuerpos antinucleares como va se di-
jo. pucde Hevarse a cabo por varios métodos, en este caso se
signid la téenica de fijacion de complemento, de Casals £16),
modificada por Robbins { 13}

La reaccidn se realizd comparativamente con la de arla-
tinacion utilizando Latex L. F.

MATERITALES

. —Sucros. Tanto los norniiles como los patoldgicos fuc-
ron gtmr(!'\dm en ¢l congelador hasta su uso, ¢ mac-

tivados por 30 minutos a 56”7 C antes de practicar la
reaccion.

2.—Antigeno Nuclear. Fue preparado en la forma si-
guiente: Como ¢l timo es muy rico en nicleos se usé
esta glandula como fuente de ellos,
a)  Se desengrasod el timo.
b)  Se cortd en pequenos trozos.
ey r
¢)  Se suspendia en regulador de sacarosa 0.2 Moy

cloruro de caleio 0.003 N oen pr oporcion de 10 .
en B0 ml.




d) Se licud durante 50 segundos (licuadora Oste-
rizer).

¢)  Se filtrd a través de gasa.
)
¢

Se separaron los nicleos por centrifugacién a
3000 r.pam.

g)  Se suspendio en la proporcion original de regu-
lador.

Y Se filrd por franela blanca.

iy Se guardd en o refrigerador usando Azida de
Sodio como conservador al 110000,

3. —Complemento. Suero fresco de cuvo, previamente ti-
wilado. ntilizandose dos unidades completas para ca-
da tubo en la reaceion.

4. —FEritrocitos de carnero. Se utilizaron eritrocitos de car-
nero almacenados estérilmente en ¢l refrigerador con
solucion de Alsever. En el momento de usarse se la-
van cuatro veees por centrifugacion con regulador de
barbituratos pH 7.6 v se suspenden al 500 en el mis-
mo reeulador,

5. ~-Suero antiglobulos vojos de carnero. Se diluye la he-
molisina a4 un titulo corvespondiente a media dosis
minima aglutinante.

6. Regulador. Con objeto de tener tones de Magnesio
Calcio para la hemohisis v un pH optimo de 7.6 se
wtilizd el vegnlador de barbitteatos de Mayer (17).
Uste regulador se puardd en el vefrigerador v se dilu-
y& 10 en el momento de usavse,
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METODOS

Titulacion del Antigeno Nuclear.
Para la titulacién se usaron las siguientes diluciones del

antigeno de nucleos:
e, 1015, 1:2,1:25, 1:3.

Se practicd la reaccién que sc deseribe a continuacién con
dichas diluciones en presencia de varios sueros positivos y ne-
gativos,

Se tomd como titulo dptimo de antigeno para usarse en
la reaccion la dilucién que resultdé mas sensible sin ser inespe-

cifica ni anticomplementaria.

Sensibilizacion de los eritrocitos de carnero.

Para dicha sensibilizacion e mezelé un volumen de eri-
trocitos al 5% con ¢l mismo volumen de sucro antiglébulos
rojos de carnero, quedando ¢ste ahora a un cuarto de la dosis
minima aglitinante. Se mantuvo la mezela 30 minutos a la
temperatura del laboratorio (25° C).

Reacciin de fijacion de complemento.

La reaccion de fijacion de complemento se realizé con
los pasos siguientes:

1.—Se diluyen los sueros de los enfermos con el regulador

de barbituratos:

Pelo s, 110, 1:20, 1:40,

2.-—A 0.5 ml del suelo o sus diluciones se agrega 0.05 ml,
de suspension de nicleos.

3.—Se incuba antigeno y anticuerpos 30 minutos a 37° C.

— 1] —



4.—Sc centrifugan a 3000 r.p.m. los tubos durante 5 mi-
nutos v se descartan los sobrenadantes.

5~—Se anaden a los sedimentos 0.2 ml. de complemento,
agitando cada tibo individualmente.

6.—Sc incuban los tubos 30 minutos a 37’ C.

7.—Sc anaden 0.2 mi. de Ia mezcla eritrecitos-hemolisi-
na, agitando cada tub)y individualmente.

H.-—Se incuban 30 minutos a 377 C.
9.—8e lee la reaceion.

Como testigos positivos en la reaccidn sc usaron sucesiva-
mente 30 sueros de Lupus Eritematoso con células de Tupus v
reaccion de Latex 1. . positivas, proporcionadas por el Dr.
C. Biro del LN.CL { Departamento de Reumatologia).

Como testigos negativos sirvieron 60 sueros de personas
aparcntemente nornudes que dicron todas las reacciones ne-
gativas v fucron proporcionadas por ¢l Departamento de Sero-
logia del mismo laboratorio donde se realizd esta tesis,

Iin los casos de sueros de enfermos de Fiebre Reumatica
s¢ determing AL L L. de acuerdo con Ia téenica de Rantz y
Radall (18). La proteina reactiva “C” se investigd por la tée-
nica de MceCartv-Anderson (19).

I los sueros de enfermos de Artrius Reumatoide se in-

vestigaron anticuerpos para las globulinas gama con Latex
R. A. (Hvland).



Reaccion con Ldtex R. A,

1.—Sc prepara una dilucién del suero problema 1.20 (di-
luente amortiguador de glicina en solucién salina).

2.—Se deposita una gota del suero problema asi diluido
en una laminitla de vidrio.

3. —S8e agrega una gota del reactivo de globulina-litex ¥ v
grey . L Y
se mezela con un aplicador.

4. -Se mueve la liminilla de lado a lado durvante 1 mi-
nuto.

5S¢ lee la veaccion fobservacion de aglutinacién me -
croscopica). Fsta prueba se hace con un control po-
SHIVO Y uno negativo,

Reaccion con Latex 1. .

1[I reactivo de Liatex L., E. se agita antes de usarse.

2. —Con pipetas capilares se toma suero problema.

3.—Se deposita tma gota del suero problema en una lami-
nilla de vidrio.

4 ~-Se agrega una goti del reactivo de Latex Lo B ¥y se
mevela con un aplicador,

[}

—-8Se ee I reaccion {observacion de aglutinacién ma-
croscopica) . Lsta prucba se hace con un control po-
SIVO v URo negativo,

— 13—



RESULTADOS
SUEROS DE PERSONAS NORMALES
Sc usaron 51 sucros de personas normales del sexo feme-
nino entre los 20 y 40 anos. Sc les practicéd la reaccidén de fija-
cién de complemento v la de Latex L. L. Sélo uno de los ca-

sos dibé ambas reacciones positivas, todos los demas fucren ne-
gativos.

SULROS DE PERSONAS ENFERMAS
DE FIEBRE REUMATICA

Se usaron sucros de 20 nifios enfermos de Fiebre Reuma-
tica v sc les practicaron las siguicntes reaccioncs.

Fljacién de
Sexo A.EL. “er L.E. Complemento
1 F. 850 neg. neg. neg.
2 M 800 neg. neg. neg.
3 M 500 neg. neg. neg.
4 F 550 + neg. neg.
5 M 600 S S neg. neg.
5 M 600 ek neg. neg.
6 M 500 o neg. neg.
6 M 500 R neg. neg.



7 M 900 i SN neg. neg.

7 M 900 N s neg. neg.
8§ M 1000 + o neg. neg.
9 F 1200 + 4 neg. neg.
10 F 2500 Sl neg. neg.
11 M 700 neg. neg. neg.
12 M 500 + neg. neg.
13 F 550 neg. neg. neg.
14 F 500 neg. neg. neg.
15 F 900 Ao neg. neg.
15 F 900 R neg. neg.
16 M 1800 neg. neg. neg.
17 M 1600 neg. neg. neg.
18 M 700 4 -t neg. ne;,.
19 F 800 neg. neg. neg.
20 F 500 + neg. neg.

A.E.L. (Antiestreptolisina)
“C" (Proteina reactiva “C™)
L. E. (LAtex L. E)).
SUFEROS DV, PERSONAS ENFERMAS DE
ARTRITIS REUMATOIDE

Se usaron 40 sucros de personas enfermas de Artritis Rcu-
matoide v se les practicaron las siguientes reacciones:

Fijacién de
Sexo AEL. i R.A. L.E. Complemento
1 F 300 neg,. - neg. neg.
— 15—
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27 F 200
28 F 100
29 F 200
30 M 300
3t M 200
32 F 100
33 F 100
34 F 200
33 F 100
36 F 200
37 F 100
38 F 100
3 F 200
40 F 100

A.E.L. (Antiestreptolisina).

“C” (Proteina reactiva “C')

R.A. (Latex R.A)
L.E. (Latex L.E)

neg.
neg.
+

+ +

neg.

+ +

neg.
neg.

neg.
neg.

neg.
+

neg.

++ +
+ +
+ +
+ o+ 4
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SUEROS DE ENFERMOS REUMATICOS SIN
DIAGNOSTICO DIFERENCIAL
Se usaron 100 sucros de enfermos reumnaticos sin diagnés-
tico diferencial v se les practicaron las siguientes reaccionces.

Fijacion de
Sexo AEL, “cr RA. L.E. Complemento

1 F 100 neg. neg. + 1:10

2 M 100 + neg. neg. neg.

3 M 200 neg. neg. neg. neg.

4 M 200 - neg. -+ débil neg. neg.

5 M 200 neg. neg. neg. neg.

6 M 100 neg. neg. neg.

7 M —100 neg. neg. neg. neg.

8 M —100 neg. neg. neg. neg.

9 M 200 + -+ +  neg. neg. neg.
10 100 neg. neg. neg.
11 F —100 neg. neg. neg. neg.
12 M 100 neg. neg. neg. neg.
13 F 100 + neg. neg. neg.
14 1 —100 neg. \ -+ débil neg. neg.
15 M 100 neg.  neg. neg. neg.
16 F 200 neg. neg. neg. neg.
17 M —100 + neg. neg. neg.
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neg.
neg.

neg.
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4o
neg.
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s
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49
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o

-
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1
3

300
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—100
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300
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—100
—100

100
~—100

100

100

300
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300
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—100
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300
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M
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93 F 300 4 -+ 4 + neg. neg. neg.
94 F 300 neg. neg. neg. neg.
95 F 250 B neg. neg. neg.
9% F 200 neg. neg. neg. neg.
97 F —100 neg. neg. neg.
98 F 100 neg. neg. neg. neg.
99 F 250 neg. neg. neg. neg.
100 F 350 neg. neg. neg. neg.

Al observar los resultados de las tablas anteriores, los si-
muientes hechos saltan a L vista:

| —Casos normales, H1.
Negativos 0.

Positivos 1.

9 ..Casos de Fiebre Reumdtica, 20.

Negativos, todos.

3. -Casos de Artritis Reumatoide, 40,
Negativos 3.

Positivos 5.

De los resultados obtenidos se puede ver que los casos 2, 3,
16, 18, 23 v 33, dicron la prueba del Latex R. AL cuatro cruces
positiva v L reaceion de Latex 1. F. vl de fijacion de comple-
mento negativas, por lo tanto no se encontrd concordancia en-
e las mencionadas reacciones, voen los casos 9, 11, 12, 13 v
acciones del Latex RUACy la de

14 se obtienen positivas las ve
as palabras, hay concordancia.

fijacion de complemento, en oty
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Ln los casos 9. 12 y 13 la reaccion de Latex L. E. es negativa
micntras que la de fijacién de complemento dié positiva, lo que
nos hace pensar que la reaccién de fijacion de complemento
cs més sensible que la de Latex L. E., pues esta sélo fué posi-
uva cuando | arcaccién de fijacion de complemento era posi-
tiva, lo que nos hace pensar que la reaccion de fijacion de
complemento es mas sensible que la de Litex L. E. pues ésta
GBlo fud positiva cindo Ta reaccién de fijacion de comple-
mento era positiva i una ditucion de 110 en adelante.

4 -~ Casos de Reumaticos sin diagnastico diferencial.
Neoativos 8t

Positivos 20, :

En estos resultados se observi lo mismo que en el caso an-
terior, ex decir que no hay concordancia entre la reaccién de
Latex R. AL v Ia de fijucion de complemento porque en algu-
nos casos como en ¢l nimero 33 la reaccién de Litex R.oA.
es positiva débil v la reaccién de fijacién de complemento es
positiva pero en cambio, en los casos 4, 14, 59, 66, 34 y 87
la reaccion de Latex R AL fué positiva débil y la reaccién de
fijacién de complemento fué negativa,

* El reactive de Globulina-Létex yn viene preparado, se usd el de la
casa Hyland.,

* El reactivo de Latex L E. ya viene preparndo. %e us6 ¢l de la casa
Hyland.



COMENTARIO

De los resultados se puede deducir que muchos casos de
diagnéstico dudoso con molestias pueden deberse a la pre-
sencia de anticuerpos antinucleares que no han producido
manifestaciones ni lesiones caracteristicas, tal vez porque sc
trata de un proceso incipiente que puede pasar inadvertido
para ¢l clinico.

Un caso Hamé la atencion. Entre los normales encontra-
mos uno de reaccion positiva de una persona de 28 afios con
trabajo de Quimica; cuando se le practicd la reaccidn se
habia manifestado como una persona normal. Posteriormen-
te sufrid estados febriles mis o menos frecuentes v dolores
reumiticor que el clinico waté como Ficbre de Malta, no
obstante las reacciones negativas. El dolor de cabeza que pa-
decia casi continuamente se relaciond con una presién arterial
anormalmente alta para su” edad: 1507110, Todos estos sin-
tomas pucden estar relacionados con Ia presencia de anti-
cuerpos antinucleares demostrados tanto por la reaccién de
aglutinacién con Latex L. E., como por la reaccién de fija-
cion de complemento domde se obtuvo un titulo de 1:40.
Pucde emititse Ta hipdtesis de que se trata de un Jupus inci-
picnte o bien de que en casos determinados existen autoant-
cerpos nucleares que no evolucionan necesariamente hacia
I upus Eritematoso.

[a observacion de este caso puede repetirse con mayor
razém en los sueros de enfermos con trastornos reumaticos
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sin diagnostico preciso, esj
sonas del sexo femenino

afios, en que alcanza cl

De los resultados p

diados de personas sin

ron positivos en ¢l sexo f

aque hay una pnsi!i\'id:ul
3040 para hombres,

En cuanto a los case

1ATON D osueros pﬂ\‘ili\'ns

6 sueros de hombres v 3
dad mas frecuente enoes
Isto pud(‘ teney doy

1.

tonde enfermedades
sera raro que dieran rea

‘)

RS Pucde tratarse
presentar sintomas cara

Artritis Reumatoide.

En los 20 casos de
SN caso positivo. Por ¢
nocer si un enfermo co
presenta ANCUCTpos
tornos, especialmente ¢
pus Eritematoso.

Robles (al 17 e
tematoso diseminado 4
esos casos, voque el o
<« encontraba en persy
tritis Reumatoide v de
cucrda con los resultad

Siendo ol Tapy

l"i(‘hl‘(‘
inucleares r«:sponsul)lvs de

nostrd que
NisHG - error
vor nimero de errores de dia
s ue se
padecimicntos reumat

yecialmente cuando sc trata de per-
v de una cdad entre los 20 y 40
Lupus Eritematoso gran incidencia.
cde verse que de 100 sucros cstu-
liagnostico diferencial, 14 resulia-
menino v 6 en ¢l masculino; o sca
de un 7047 para mujeres y de un

< de Artritis Reumatoide se presen-
1o los 40 estudiados, habiendo sido
4 de mujeres por ser esta enferme-
¢ SeXO.

explicaciones:

« Eritematoso v la Artritis Reuma-
relacionadas en varios aspectos, no
ceiones inmunoldgicas cruzadas.

de Lupus Eritematoso que por na

Fteristicos se han cor.fundido con la

Reumética no se encontré nin-
, anto resulta il al renmatéloge co-
» alteraciones en el tejido conjuntivo
sus tras-
ando pueden evolucionar hacia Lu-
en 50 casos de Lupus Eri-
de diagnéstico en 42 de
gnéstico
suponian enfermas de Ar-

iticos, lo cual con-

ox obtenidos en este trabajo.




SUMARIO

I.—Se utulan los anticueros antinucleares en 51 sueros de
personas normales, en 20 casos de Ficbre Reumdtica, en 40
casos de Artritts Reumatoide v en 100 sueros de personas con
sintomas reumiticos sin diagnaéstico preciso.

I1.—FEntre los sueros normales uno fijd el complemento a
una dilucién de 1:40,

HT.——Ninguno de los sucros de Fiebre Reumdtica reaccio-
nd positivamente.,

IV Ll por cicnto de reacciones positivas en ¢aso de Ar-
tritis Reumatoide fué de 12.5%.

V.—En los sueros de reuméticos sin diagnéstico preciso, cl
por ciento de positividad fué de 20%.

\'1.—Se comentan los resultados.
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