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CAPITULO 1



INTRODUCCION

La Artritis Reumatoide ¢s ahora considerada comno una
enfermedad no limitada a las articulaciones y la presencia de
globulina anormal ha sido apreciada como un factor significa-
tivamente patologico (10). Se ha aplicado, ademas, el términc
“factor reumatoide’” a una fraccién de las proteinas componentes
del plasma, el cual es responsable de las reacciones de aglutina-
cién y precipitacion, algunas de las cuales tienen cimplec en el
diagnostico de la enfermedad. Su naturaleza exacta no es bien
conocida, pero se ha comprobado que aparcce en los sueros dc

enfermos reumaticos y muy raramente ¢n los no reumaticces(8).

A pesar de algunas opiniones en contra, ¢l diagndstico
de Artritis Reumatoide es posible desde el punto de vista cli



nico no obstante los complejos problemas que presenta. El la-
boratorio clinico contribuye cficazmente a claborar el diagnéstico
mediante algunos procedimientos. y siendo de tal valor, la Aso-
ciacion Americana de Reumatismo cncontro necesario determi-
nar una norma de criterio para el diagnostico (4). siendo esta
la razoén se aparccieran varios cstudios. de los cuales haremos

breve revision.

Desde las observaciones de Cecil, en 1930, de que el
suero de enfermos de Artritis Reumatoide aglutinaba antigenos
de estreptococos, no volvio a ensavarse esc precedimiento hasta
1940 en que Wanler siquid ¢l miswme mdétado, Aparecio des-
pués una prueba de aglutinacion de glébulos rojos de carnero
con sueros de pacientes con diagnostico cierto de A. R.; ¢sta

fué descrita por Mever v después por Waaler.

En 1948, Rose. Raagan. Pearce y Lipman encontraron
una prucba basandose en la reaccion anterior. Heller G., Ja-
cobson y Heller G. Koledny modificaron esta prueba por la
introduccion del crotrocito tratado con acido tanico y por el
uso, de una mezcla de globulos rojos de carncro con fraccion

11 de la gama globulina del plasma humano.  Esta prueba pre-
senta algunas diticultades va que los globulos rojos no man-
gienen ¢l misme grado de aglutinacion después de un almace-
naje prolongado v ademdas cuindo son mezclados con gama

globulina. s presenta un nimero de factores desconocidos en



la reaccién resultante lo cual la hace muy dificil de interpretar

(1).

Heller(1) y sus colaboradores sustituyeron la gama glo-
bulina por suero de conejo y células sensibilizadas de carnero.
Epstein, Johnson y Raagan(6) han demostrado que el factor
de A.R. puede ser precipitado del suero, hajo ciertas condicio-
nes, ligado a la gama globulina.

Ziff(6) supone que cxiste una sustancia inhibitoria en
la gama globulina de las personas normales que es neutralizada
por el factor A.R. Cuando la cantidad de dicho factor es in-
suficiente, no existe aglutinacion. IEsta prueba se lleva a cabo
agregando euglobina de sueros normales para eliminar el factor
inhibidor. Como esta prueba da muchos reacciones positivas
falsas, sus resultados se han comparado con la prueba del latex.

Recientemente Plotz y Singer(3) describieron una prue-
ba que llemaron “fijacién del latex encontrandese una corre-
lacion existente entre esta prueba y la observada con glotulos
rojos sensibilizados. Los resultados cicontiados, junto con la
utilidad de preparar facilmente los reactivos (particulas de po-
liestireno, buffer de borato y gama globulina), la hacen una
técnica de eleccion(3). La gama globulina utilizada puede ser

humana y estudios posteriores demestraron que puede ser de

otras especics de animales como la bevina empleada en la prue-



ba Waaler-Rose(1). [istos investigadores encontraron que en
7 sucros provenicntes de especics animales existia globulina, las
cuales podrian funcionar como antigeno en la prueba de fijacion
del TAtex; 9 de 10 sueros humanos observaron un comportamien-
to semejante. Por lo tanto puede usarse indistintamente glo-

bulina humana o de otros animales previamente ensayvados(3).

Se han realizado una seric de experimentos para deter-
. I3 - . .. 4
minar bajo que condiciones ocuire la reaccion entre latex, gama

globulina vy suero AR, Estos experimentos incluyen:

. . .- {
a) Varios mctodos de preparacion de latex.

b) Efecto de la adicion de una suspension de la mez-

/ . .
cla ltex-gama globulina al suero reumatoide.

¢) Efecto del pH.
d) Efecto de la adicion de clectrolitos al sistema.

Efecto de la temperatura.

]

f) Dfecto de la cenirifugacion ¢n fa prucba para la lec-
tura de los resultados.

a)  Varios mérodos de preparacion do particulas de ld-

fex.—Se ensayaren pardceulis latex polivinil tolueno de diverso
‘s - EUURET D PO SR : 5

diametro. La medida mas satisfactoria que se encontrd fué de
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satisfactorias. Particulas mas pequefias, como de 0.59 micro-
nes, retardan la reaccion.

« 2. .s /
b) Efecto de la adicion de una suspension de latex-
gama globulina al sucro rcumatoide, — Se ensayaron sueros
’ . . .s .
usando latex con v sin gama globulina y se vio que la agluti-

nacién ocurria con mas facilidad en el primer caso(9).

¢) Efecto del pH.—Debe tenerse mucho cuidado de
que el pH de la mezcla lAtex-gama globulina esté alrededor de
8.2 ya que a un pH inferior entre 5.5 y 8, la mezcla precipita

espontaneamente sin adicion de suero.

d) Efecto de la adicion de clectrolitos al sistema.—No

se observo aglutinacion cuando se us6 agua destilada para di-
. / . . s
luir la mezcla ldtex-gama globulina. La adicién de cloruro de

sodio al sistema aumenta marcadamente la aglutinacién. La so-

lucion salina al 0.85%¢ fué escogida como la mas apropiada pa-
ra afiadir al buffer de borato.

c¢) Efecto de la temperatura.— Fueron ensayados sue-
ros positivos y negativos antes 'y después de inactivarlos a 56°C
por 20 minutos dando los mismos resultados, por lo cual se ha
concluido que la inactivacién previa de los sueros es innecesa-
ria y que los resultados optimos se obtuvieron efectuando la
prueba a 56°C durante 2 horas.



f) Efecto de la centrifugacion en la prucba para la lec-
tura de los resultados.— Después de la incubacion a 56°C por
dos horas, fué dificil hacer la lectura a simple vista. Centri-

fugando por 3 minutos a 2 300 rpm, se facilita la lectura(1).

Los resultados obtenidos por este método, comparados
con los obtenidos usando el método de Rose Raagan y con la

técnica de Heller, fué¢ muy favorable(2),

A partir del método de Plotz y Singer han aparecido

numerosas modificaciones simplificando, inicamente, la técnica.

Como una simplificacion posterior esta la de Bozecevich
(9) v sus colaboradores que descubricron un método de porta-
objetos usando una gota de sangre de la yema del dedo. par-

ticulos de latex y cosina, La aglutinacion presente se lee facil-

mente a simple vista.

Estudios mas recientes atin, confirmaron la eficacia del
método de Singer y Plotz sugiriendo una nodificacion de la
“fijacion del latex” en prueba de “qota’ reduciendo al minimo
el tiempo empleado v simplificando la cantidad reactivos re-
queridos. La técnica es semejante. 1o diferencia reside tnica-
mente en el uso de particulas de latex de otro diametro. Los

s lae . . . o
resultados obtenidos por esta téenica modificada, aparentemen-
te estan de acucrde con los reportes hechos por otros investiga-
dores que emplcaron un macrométodo (3).

8



Después de la aparician de la modificacién anterior, se
ha publicado una nueva medificacion. IZs un perfeccionamiento
que consiste en reemplazar ¢l buffer de berato por buffer de
glicina preparado por la adicion de colucicn 0.1 M. de glicina
mezclada con una solucion N de NaOH en cantidad suficiente
para obtener un pi de 8.2; a cada litro de buffer se le afiaden
10 g. de cloruro de socdio. Otre de les reactivos se prepara
afiadiendo 0.2 cc. de una suspension de latex (esta supension
se obtiene agregando 2 cc. de la solucisn Sotck de poliestireno
a 20 cc. de agua bidestilada, La susnension diluida se filtra
por papel Whatman No. 40. El filirado debe tener una den-
sidad éptica equivalente a una transmisién de luz del 677 en
el espectrofotémetro a una longitud de onda de 650 mm, cuan-
do 0.1 cc de la suspension diluida e anreqa a 10 cc de_ buffer
de glicina) a 1 cc al 19 de gama glcbulina bovina. El suero
ensayado se diluye 1:20 con buffer de glicina y una gota de
esta dilucién se mezcla con una gota de reactivo en el porta-
objetos. Si la prueba es positiva, la agrutinacion es visible en
pocos minutos (10).

Describo este método que fué comparado en mas de 100
casos con el de Singer y Plotz, empleado en este trabajo de
tesis, habiendo obtenido resultados satisfactorios, con lo cual

comprobé la eficacia del método escogido.
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MATERIAL Y METODO

MATERIAL:

Tubos de 12 x 100

Pipetas de 1 cc

Pipetas de 10 cc

Papel filtro Whatman No. 40
Bafio de agua a 56°C

REACTIVOS:

Suspensién Stock de particulas de poliestireno de 0.61 micrones

conteniendo 11% de material sélido. Esta suspension

13



nos fué suministrada por la Dow Chemical Co., a quien

expresamos nuestro agradecimiento.

Solucién de trabajo. Se agregan 2 cc de la solucion Stock a
20 cc de agua bidestilada. La suspension diluda se fil-
tra por papel de filtro Whatman No. 40 El filtrado
debe tener una densidad Gptica equivalente a una tras-
misién de luz del 6¢¢ cn ¢l espectrofotometro a una

longitud de onda de 650 mm. cuando 0.1 cc de la sus-

pension diluida se agrega a 10 cc de buffer de borato.

Buffer de borato mas solucion salina a pH 8.2: 50 cc de acido
borico 0.1 M (6.18 g. de acido borico en 1000 cc de
agua) y 5.9 cc de NaOH N (4.001 g. de NaOH en
1000 cc de agua) sc llevan a 100 cc con agua bidesti-
lada y se ajusta el pH cxactamente a 8.2. A cada 100

cc de buffer. se agregan 0.85 . de cloruro de sodio Q.P.

Solucién Stock de goma globulina al 0.5% en buffer de bora-
to: a 0.5 g. de la fraccion II de gama globulina humana
liofilizada. se agregan porciones de 5 v 10 cc progresi-
vas del buffer de horato agitando cada vez hasta com-
pletar a 100 cc v cl polvo esté completamente disuelto.

Esta solucion se conserva varias semanas en el refri-
aerador.

14



METODO:

1.—En el primer tubo de una serie de 10, se pone 0.1 cc de

suero dei paciente y 1.9 cc de buffer., Los demas tubos

contienen 1 cc de buffer. Se mezcla el primero y se pasa

I cc al sequndo y asi sucesivamente hasta llegar al tubo

No. 9 del cual se descarta 1 cc después de mezclar. El tubo

10 sirve de control y no lleva suerc. Las diluciones resul-
tantes seran de 1:20 a 1:5120.

2.—A cada tubo de la serie (incluyendo el tubo control) se
agrega ! cc de una mezcla que contiene 1% de Stock de
latex diluido y 0.5% de gama globulina Stock, La mezcla

latex-gama globulina se prepara agregando 0.lcc.de suspen-
sion de latex diluido y 0.5 cc de gama globulina Stock al
0.5% a 9.4 cc de buffer de borato. Se requiere 10 cc de

mezcla para cada serie de tubos.

3.—Se agitan bien los tubos y se incuban a 56°C durante 2
horas.

4,—Luego se centrifugan todos los tubos a 2 300 rpm durante
3 minutos y se lee la aglutinacién resultante y visible a

simple vista agitando suavemente los tubos para resuspen-

der las particulas sedimentadas. Las lecturas se estiman

15



por la aglutinacion presente en la mas alta dilucién del sue-

ro problema de 0 a 4 cruces.

Es conveniente incluir un suero positivo conocido en cada

serie de pruebas.
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RESULTADOS

La prueba de "“fijacion del latex”" se practicé en una
serie de 270 sucros tomados al azar de las sangres de enfer-
mos de la consulta del Departamento de Reumatologia del Ins-
tituto Nacional de Cardiologia. 155 sueros correspondieron a
personas adultas, cuyas edades fluctuaron entre 14 y 64 afios,
66 masculinos y 89 femeninos. De estos sueros, 27 fueron po-

sitivos y el resto negativos.

La positividad se efectudé a diferentes diluciones segin

lo siguiente:
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AGLUTINACION

2 1:20
3 1:40
2 1:80
6 1:160
4 1:320
3 1:640
3 1:1280

1:5120
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CAPITULO IV



CONCLUSIONES

1.—Se ensayaron 270 sueros por el procedimiento de la fijacion
del latex descrito, y en 130 sueros la prueba se comparé

con la de la técnica en laminilla.

2.—Los resultados obtenidos con ambas pruebas concuerdan,

lo cual nos da la medida de la sensibilidad de las pruebas.

3.—Comparando los datos positivos obtenidos con el diagnés-
tico clinico cierto de la Fiebre Reumatica, encontramos que

la especificidad de la prueba es bastante alta.

. «t.—Creemos importantes recomendar una mayor difusién de
esta prueba, por sus caracteristicas, para el diagnéstico de

la Fiebre Reumatica,
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