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CAPITULO 1



INTRODUCCION

Amplias investigaciones llevadas a cabo por Kelley, For-
rest, Adams (8) etc., han logrado establecer con bastante se-
guridad, que la determinacion de la concentracién de muco-
proteinas en el suero humano es de utilidad para el diagnostico
y evolucion de las diferentes fases de la actividad reumatica.
Numerosos investigadores hicieron determinaciones de las con-
centraciones de mucoproteinas en sueros de pacientes con F. R. -
activa y cn ¢l estado de latencia y encontraron elevacion de los
niveles de mucoproteinas en el primer caso, y descenso de los
mismos cn el segundo; sugiriendo que dichas cifras podrian uti-
lizarse como un indice ne especifico de actividad reumatica, asi
como para controlar la eficacia del tratamiento con ACTH vy

cortisona.  Enseguida doy a conccer otros factores que modi-



fican la concentracion de las mucoproteinas del suero a saber:
la histamina inyectada produce elevacién inmediata de las con-
centraciones. cn cambio las bacterias pirégenas, los salicilatos y
ACTH., la detienen en un 50% (1). También se ha dado el
caso de nifios que sin ser reumaticos, pero teniendo una farin-
qitis estreptocdccica sin complicaciones presentan el nivel de

mucoproteinas elevado (10).

La mucoproteina fué obtenida por Winzler, quien la
identificé como una glucoproteina alfa-1 rica en glicidos y he-
xosamina de poco peso molecular soluble en acido perclérico(3)
y en acido tricloro-acético (11) e insoluble en acido fosfotungs-
tico. Las mucoproteinas séricas han sido estudiadas desde 1931
por Lusig y Langer (9) cn muv diversas condiciones clinicas.
predominando en los procesos neoplasicos y los inflamatorios
(2). En relacion con esto, los estudios posteriores han demos-
trado que los nifios con enfermedades infecciosa activas y pro-
cesos inflamatorios como reumatismo, tuberculosis, endocardi-
tis bacteriana, etc., presentan aumento de mucoproteinas séricas.
que guardan algunas veces estrecha relacidn con la velocidad

de sedimentacion de los hematies y dosificacion del fibrinoge-
no (6).

Se han propuesto varios métodos para su dosificacion.

El de Niazi y State (12). en 1948 que lo llevaron a ca-

bo de la siguiente mancra: a 0.2 cc de sucra colocado en un



tubo pyrex de 25 x 150 mm. afiadir 4 cc de acido tricloro-acé-
tico al 20%:; agitar fuertemente y centrifugar por espacio de 15" -
a 2000 R.P.M. El sobrenadante resulta negativo a la reaccion
de la difenilamina, por lo tanto se desecha. Al precipitado agre-
gar 5 cc de acido tricloro-acético al 5% moviendo con un agi-
tador de vidrio y procurando que no queden particulas adheri-
das. Adaptar a dicho tubo un tapon de vidrio y calentar por
15" en B. de agua hirviente; pasado este tiempo invertir el
tubo en B, de agua helada. Centrifugar el tubo por 15" a 2000
R.P.M. nuevamente y deccantar el sobrenadante que resulta in-
coloro, pero que se vuelve a centrifugar por 15’ mas para ase-
gurarse de que no contenga particulas. En un tubo de 22 x
174 mm. cclocar 3 cc del liquido hidrolizado y a la vez prepa-
rar el blanco con 3 cc de ac. tricicro-acético al 5%; afiadir a
dichos tubos 6 cc de reactivo (100 cc de CH3COOH, 2.75 cc
H2504 conc. y 1 g de difenilamina); se tapan nuevamente y se
ponen a B. de agua hirviendo por 10° mas, enfriandolos rapi-
damente. El color purpura desarrollado en este periodo se lee
en el Fotocolrimetro Evely usando filtro de 660 milimicrones y

se dan los resultados en D.O.

Otre métedo fu¢ dado a conocer en 1951 por Winzler,
(3) que consiste en lo siguicnte: A 1 cc de suero agregar 4 cc
de acido perclorico al 6% . Después de 10" agregar 5 cc de
agua destilada y filtrar: poner 5 cc de este filtrado en tubo de



centrifuga y agregar 1 cc de acido fosfotingstico al 5% en so-
lucion de HC1 2N. Después de 10" de reposo centrifugar por
otros 10" a 2000 R.P.M. Tirar cl sobrenadante y agregar al
precipitado 0.5 cc de solucion de carbonato de sodio a 57 de
saturacion. Agitar con varilla de vidrio para disolver el preci-
pitado y dejar la varilla dentro del tubo. Agregar 4.5 cc de
agua. Afadir 2 cc de Biuret v leer a los 5" en el Espectrofo-
tometro a 540 mm la colocacion purpura que desarrolla.  Ha-
cer simultaneamente un testigo con 2 cc de Na2CO3 y 2 cc del

reactivo de Biuret; tomando para los calculos la diferencia entre
el testigo y ¢l problema.

En ese mismo afio, o sea en 1951, Ayala Mcore y Hess
(11) encuentran una modificacion al método de Niazi y State

consistente en un Macroproceso v un Microproceso.

El macroproceso lo describir¢ a grandes rasgos va que
solo difiere del semimicro en la cantidad de suero problema v
en la sensibilidad de les reactivos (“reactivos standard’ en el
primero y ‘‘reactivos sensitivos” cn el scgundo). encoatrando
obvio extenderme ya que en el seaqunde capitulo de esta tesis lo
describir¢ detalladamente por ser el método que vo usé, apli-
candolo a los nifios que se inscribicron en la Campana de F. R.

organizada por el LN.C. Ll m¢todo ¢s como sigue:

A 0.2 cc de suero agregar 10 cc. deac. tricloro-ncético



al 5%, hidrolizar por 20’ en B. de agua hirviente, enfriar ra-

pidamente; filtrar v a 3 cc de este filtrado afiadir 6 cc del reac-
tivo standard. (100 cc de CH3COOH 2.75 cc de H2SO4 conc.

y 1 g. de difenilamina) a la vez preparar 2 blancos; el primero
para llevar a cero el aparato que consiste en 3 cc de acido tri-
cloro-acético y 6 cc del reactivo; el segundo, que se le resta al
problema para dar la lectura final, esta formado por 3 cc del
hidrolizado y 6 cc de una mezcla standard (100 cc de CH3
COOH y 2.75 cc. de H2S04 conc.) Ponerles de nuevo en B de
agua hirviendo por espacio de 30" desarrollandose en este pe-
riodo la coloracién rojo purpura; enfriar rapidamente y esperar
a que la temperatura suba a la del medio ambiente. Leer en el
Espectro-fotometro a 530 mm. y dar los resultados en D.O.

El valor de la reaccion mencionada en el indice de F.R.,
fué afirmada ademas de por Ayala Moore y Hess en 1951, por
Coburn Moore y Haninger en 1953, Coburn y Haninger en
1954 y mas recientemente en 1956, por Ccburn, Bates, Hahn y
Murphy. Sin embargo las opiniones no han sido unanimes di-
firiendo de ella. pero principalmente del valor que pueda tener
en enfermedades articulares crénicas, autores tan distinguidos
como Cecchi y Ferraris en 1955; Fearnley, Purkis, de Cock,
Lakner v Meanock en 1953 y en csc mismo afio, Forster y
Schmid; Rother y Gamp ().

A continuacion describive ¢l Semimicro proceso descrito



por Ayala método que sequi por adaptarse mejor al plan de
trabajo de la Campaifia ya que la cantidad de suero entre uno
y otro métodos en considerable, maxime si sc tiene en cuenta
que se necesitaba suero de estos nifios para otras muchas de-
terminaciones; v por el uso de reactivos sensitivos que me die-
ron mejores resultados que los reactivos standard del macro-
proceso.,
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MATERIAL Y METODO

MATERIAL:
Tubos Pyrex de 25 x 250 mm.
Tubos Pyrex de 13 x 100 mm.

Embudos de cristal.

Papel filtro Watman No. 40.

Piperas de dee v 5 e

Tapones de hiile perforados a los cuales se les han adap-
tado tubos de vidrio de 20 cm. de largo por 0.5 cm. de luz.

REACTIVOS:

I Reactive Sensitive: 90 cc de CH3COOH; 10 cc de
H2S04 v 1 g de difenilamina.

1



2. Mezcla sensitiva: 90 cc de CH3COOH; 10 cc de
FI2S504.

3 Acidn tricloro acciico al 570
METODO:

A 0.2 cc de suero humapo areblema colecado on wubo
de 25 x 250 mm sc le afiaden 5 cc de acido tricloro-acético de-
jandolo cacr lentamente resbalodo por las paredes v agitando
con objeto de obtener finos flaculor de precipitado. Sigue a
¢sto un periodo de hidrolisis per 20 en B. de agua hirviendo
adaptandose al tubo el tapon de hale, ciea varilla acitia como
condensador.  Pasado cut - tiempo ¢ enfria por inmersion en
B. de agua helada.  Se Flira o) Lidvolizads ¢l cual se toman
1.5 cc colocandolo en tubo de 13 5 100 mim. ¢ le agregan 3 cc
del reactive sensitivay v e pene Oe nuevo en Boode agea b
viente por cspacio de 30 deaaseellandoss durante este Ianso
de tiempo Lo coleracion reio nyinenea, Cn e cincipal de Ta rene-
cion. Se enfrin en RO de qonn hotady e e

que la temperatura subn o by 0 el ceatapias Sa les o

Espectrofotometro 6 Cotomin 4 870 cun on suta poguinn v
seoanotan los resuliodos Ghionidos, Vg caia mepeha san ne-

cesarios dos Ostigos: ¢l pafn oro cope o
tricloro-ncetticn vy epine - DSTEN G e T sy nroenrclon Gud

en el suero problon s viie s e lees cbeero Job aearato.

El scoundo bl seenarad. o partic de 13 e del suero hi-



drolizado y 3 cc de la mezcla sensitiva, este blanco debera pre-
pararse por separado para cada suero problema (véase nota).

Se anota su lectura y se le resta a la del problema, dando asi
cl resultado final.

Los valores normales de este método de Ayala practica-

dos en adultos norteamericanos, fué dado de .288 a .376 en

D.O.

Los valores que vo presento, obtenidos de un grupo de
nifios aparentemente sanos y leidos los resultados en un Espec-
trofotémetro modelo 6B Coleman Junior, son mas bajos, osci-
lando entre .040 v . 110.

NOTA: T avide sulturico de la mezcla sensitiva causa
el desenvolivronte del coiar varimdo la intensidad de éste con

cada sucero peolidema,
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RESULTADOS

Tomando como hase les valores normales de .04 a .110
apliqué este método a 100 de los nifios de las escuelas prima-
rias que se inscribieron en la campafia de F.R. del Instituto y
cuyas edades fluctuaron entre 5 y 15 afios, obteniéndose los si-

guientes resultados:

Sesenta v cuatro de les 100 nifios resultaron con el nivel
de mucoprotcinas clevado v el resto normales; de los 64, 12 han
sido diagnosticado con F.R. activa. 4 clasificados como sospe-
chosos v de los restantes se han presentado casos congénitos,

nefriticos un caso de angiologia y uno de esplenomegalia.

A continuacion doy a conocer solamente las lecturas ob-

17



tenidas de los 12 casos con diagnostice sequro de F.R. y los
4 sospechosos, va que los restantes no interesan para el desa-

rrollo de este trabajo:

LECTURAS NUMERO DE CASOS

120 IR. 1S,
130 IR. 1S.
.140 IR. —
150 2R. —
160 ’ 2R. 2S.
170 3R. —
180 — —

190 2R. -

—
w
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CONCLUSIONES

Los métodos descritos en esta tesis fueron probados,
aportando mejores resultados los del Semimicro proceso. Esta

prueba se practicé en 100 sueros resultando 64 positivos.

Comparando los datos positivos obtenidos con el diag-
nostico de la F.R., encontramos que 12 resultaron con el diag-
nostico positivo; éstoc acaba de cemprobar que las mucoprotei-
nas en el organismo son aumentadas en numerosos padecimien-
tos infecciosos actives y procesos inflamatorios, tuberculosis, en-
docarditis bacteriana v desde luego en el reumatismo. La gra-
fica que pr(:sentc’) esta hecha con ¢l fin de resumir en ella el
trabajo realizado en los 100 nifios dando sus lecturas y el na-

mero de casos que de ellas se obtuvicron: siendo de notarse en

23



los resultados que ¢l mayor numero de reumdticos se encuentran
en las concentraciones mas altas de mucoproteinas, por lo que
podemos concluir que a pesar de que la reaccion de la difenila-
mina no es especifica de la F.R, si aporta gran ayuda para el
diagnostico de ella.
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