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EBste trabajo surgié de 1s necesidad de implementar las
técnicas disponibles pars determinar gogplejos inmmes en -
suero de psoientes con enfermedad de! artritis reumstoide ju
venil, lupus eritematoso sistémico, dematopoliomiositis y
enfermedad de Weber Ohristian. Debido, & que de las que ac-
tualaente existen se desconoce su confiadbilidad y correle—
0ién olinioca, dsdo que los gopplejos inmungs interfiermm con
las funciones especificas de las oflulas ¢ inducen wna res—
ocoién inflamatoria, la cual es considerada como su mayor con
secuencia patolégica. Se estudiaron lss diferenciss en las_
conoentraciones de gompleios ingunes en la etaps activs ¢ i~
nactiva de las enfermedades en estudio, § se correlaciomazon
108 datos de las prucbas de agregacién plagetaria y factor
inhibidor de la fomacién de rosetas-BAC. De 1lss prucdes —
realizadas se determiné que en las enfermedades de arteitis
reunatoide juvenil (3 casos clinicsmente sotivos y 8 insoti-
vos) y en dematopoliomiositis (4 casos clfnicamente sctivos
y uno inactivo) s{ hay diferencia en las concentracicmes de
complejog ingunes en las etapas activa ¢ inmactiva, observan-
dose una mayor concentraciln en la etapa activa. hh las —
otras enfermedades estudiadas no fué positle determimar tal
diferencia dedido & la falta de material humano disponible,-
todos los pacientes con lupus eritematoso sistémioco se encon
traban en etapa inactiva, y con Weber Christian en etaps ac-
tiva, Ia correlacién obdtenida en las prusbas de sgregacién
plaquetaria y factor inhibidor de la formmciln de rosetss- -
BAC fue de 0.87%, eapleando como complejos inmunes fomsedo -
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“in vitro” 140 agregada por calor. Los indices normales ob-
tenidos en asbes pruebas fueron de: T{tulo de AP nommal no -
mayor de una 4ilucién 1516 y ¢l CI de LPE-BAC no mayor de -
3,3%, La sensidbilidsd obtenids e lss prusbes fue la sigui-
entes 3.78 ug/ml de 160 agregads por calor detectada con la

prueba de agregacién plaquetaria y en €l factor inhibidor de
1a formnoién de rosetas-BAC, 2 mg/ml de 1gG egregada por ca-
lor inhibié aproximsdsmente un 50% de¢ LFR-EAC. Con estos —
resultados se puede conoluir que las pruedas de agregacién -
plaquetaria y ¢l factor inhibidor de la formmoién de rosetas
=BAO se pueden aplicar a 1la clinica diaris, pars determinar

gomplejos jnmmes, en enfermedades oon sospechs de sutoinmu-
nided,
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1I,-1 opucciosn

Los gonpleios inmnes se forman durante los procesos -
infecoiosos y en psdecimientos sutoinmunes: ein emdargo, los
complejos inmunes no representan mfs que, un evento biolégi-
co de origen inmune.

Se ha considemdo que los complejos inmunes, se¢ formsn
“in vivo" durente la respuesta inmme humorml, y en presen—
oia de moléculas de antigeno. Hste proceso de formmoiém de
complejos inmunes, comimmente no conduce & evidentes manifes
taociones patolégicas pero, puede ejerver una funcibén fisiold
gica o interferir con la funciém celular (1,3).

. r g 0lézicas 4 Q98 coun)eios Ennes s tatas
dependen de la demsidsd del antigeno o de las molécules
gadas de anticuerpo, si se comparsn con 1ss moléculas 1libres,
Asi maismo, los anticuerpos o antigencs agregados, se unen —
ufs &vidamente a 108 receptores lumorales o celulares aze en
forma lidre. Ios efectos biclégicos de los complejos inmn—
nes, son determinados por la interscciln con 108 receptores
celulares y humorales por lo que, el acoplamiento de los com
plejos inmunes & 108 recentores humorales, (CIq) puede scti-
var al sistema del coxplemento y a sus mecanismos efectores.
Tanbifn puede ocurrir el acoplamiento de los complejos s los
receptores celulares para antigenos y cars la fraccién crie-
talizable de las inmmoglobulinas (Pc) o para cosplejos uni-
208 a 108 componentes del compleamto (20). K reconocimien
to celular de los complejos immunes induce a que sean fagoci
tados 6 que estos ejersan efectos de inflamacién directa que
dafian 1a funcidén celular local. Por ejemplo: la fagocitosis
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4e l0s complejos por células polimorfonucleares (PXN) condu-
ce 8 un auments en la actividad smetadSlica liberando enzicas
lisozamales al medio (1,3,5), sin embargo 1s sctividsd bactg
rioida de estas cllulas se depriame.
Otro efecto de los complejos inmunes puede ser ls lisis o e
lininacién de las células cozo resultado de 1la unién de los
complejos 4 als b (eritocitos y plaquetss), y
como efecto final, un dafio tisular en ¢l sitio donde se loca
licen (309’-

In vivo, los efectos de los complejos inmmes dependan
del sitio de su formmoién, de la naturalezs del antigeno y
del anticuerpo, o bien de sus comoentracicnes relativas., Ma
chos de los complejos inmmes que svarecen en circulacién -
son depurudos ripidaaente, por cflulas Kuffer (4). S610 ums
pequefia cantidad de estos complejos persiste alsfin tiempo, -
esto sucede cuando antigenos moleculares 1ibres son presenta
dos a concentraciones bajas y en forma constante denominedo-
seles como persistentemente silenci Ia de 16n de¢ -
estos coaplejos inmunes puede representar un mecanmismo fisio
16gico para la eliainacién répida del antfgeno. in alsunas
circunstancias, vequefias cantidades de complejos inmunes vae
den ser fijados a la vared celular o bien filtrados en las -
membranas, tales como la glomerular, © & plexo coroide - -
13,9,27). los comolejos & forasdos en &1 10 ex—
travascular no son decurados révida~ente y cueden inducir fo

cos inflamatorios locales. Por lo Jme las consecuenciss pe-
tolégicas devenden de su én, la versi yls
cronicidad de su fomacién. @ slmmns condiciores clinicss,
se Pueden oboervar cambios, entre la“poza” intra y extravas—
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cular de complejos insunes, Dero esta no es unn regla coofin
ya quo la enfermodad t{pica 20r complejos inmunes “uede ocu-
rrir en ausencia de cosplejos inmmes circulsntes (2,3,4,9).

S4 bien la reaccién inflamatoria, inducida por comple-
jos inmunes es considerada como su mayor consecuencis osatol$
gicn, la interferenocia de los complejos inzunes con las fm—
ciones especificas de las células puede representar su sfs -
importante efecto, en algunas enfemedades ssociades con la
formacién de los complejos inmunes.

Se usan dos métodos principalmente pars la demostracién
de la existencia de complejos inmunes. Kl drimero, por and-
1lisis de especimenes tisulares y ¢l segundo, medisnte o1 and
1isis cerolégico de las muestras de varios flufdos bioldgicos.

La sospecha de complejos immmes, involucrados en las_
lesiones tisulares, se basa en la similitod oue tiemen con -
lns lesiones observadas experizentalmente mediante, ¢l estu-
dio de 108 tejidos por téonioas histolégicas (4) y microsco-
pia eleotrénioca. Por ejemplo: las lesiones observadas en -~
glomerulonefritis, se han definido a través de modelo de es-
tudio de animales (4). Sin eadargo, las técnicas inmmohis—
toquinicas conducen a una demostracién directs de los depési
tos de immmoglodulinas, indas con P tes del com—
plemento y de algunos antigenos, en patrones que sugieren la
presencia de coaplejos innunes. Pmles técnicms se han apli-

ondo ex a hos tejidos (3,4,5,9).
Los estudios serolémicos han avortado evidencias vam
asooiar a los coaplejos i » con comdiet clinicas -~

particulares: ya sea por deteccién directa o indirecta, o -
por la demostmeién de canbios serolégicos asociados cor 1la
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forancién de comolejos inmunes, For tal aotivo, es necesa—
140 hncer una breve descrivciér. de los abtodos que existem -
aotunlmente para detectar complejos inmmes.

M§todos parm deteccién de coaplejos inmmes: los abto-
dos pueden ser separados en dos principales grupos: 1) abto
dos quo detectan complejos inmmes, independientemente de la
naturelesza del antigzeno involucrado en la formmciém de los -
conplejos, 2) ambtodos que A a la detecciln selectiva
de coaplejos inmunes para un antigeno dado, & través de la -
descriminacién entre el anticuerpo 1libre y el unido al anti-
geno (9),

Hgtodos o
plejos. La formacién de los complejos inmmes conduce s ls -
oreacidn de nuevas estructurms moleculares, carscterisadss -
POr un inorenento en el tamafio de la moléculs y por cambios
en las propiedades de superficie, solubilided y carge elbo—
trica. Ia magnitud de estos canmbios, puede depender de ls -
notureleza y de la concentrucién de cadn constituyente del -
ocomplejo inmune. Con estas bases, la utracentrifugacién ang
1f{tica se ha aplicado para la detecciln de complejos incumes,
de tal forma que se han demostrado complejos immunes en con-
dioiones btien definidas. Como por ejezplo: se han Cemostrm
do por utmoentrifugacién comslejos 1gl-1g® (223) y comnle—
Jos 1g0-14C (178), en o1 suerc de pacientes con artritis rew
a3atoido (3,5).

Sin embargo, el uso exclusivo de ultmcentrifugacién -
analitica para la demostraciln de complejos inmumnes no des—
orinina entre la presencia de coaplejos inmunes, de otro on-



-7-

terial de peso molecular similar y que sparezcan en grandes
cantidades en 1la muestrs 4¢ suero, por 10 que la sensidili—
ded del abtodo es baje.

A uso de métodos prepamtivos, tales como los gredien
tes de sacarosa o ultracentrifugacién selectiva, son una cog
binacién de andlisis fisico y biolégico parm demostrar com—
plejos inmunes.

EZstos métodos pueden representar un isportante paso en
1la purificacién de los complejos inmunes: as{ mismo, se han
apliocndo en el estudio analftico de suches condiciones clini
cas, tales como artritis reumstoide, lupus eritematoso sist§
sico (2), sarempién, lepra y céncer. Una desventaja de es—

* ¢as tlonicms, es ¢l tiempo cue consumen y que diff{cilaente -~
Pueden ser utilisadas en la clinica diarts, pera ls deteccién
de dichos complejos. Un procedimiento sencillo, para ia ideg
tificacién de complejos inmmes, e 1a vrecipitacién en frio
de las protefnas del suero. Ias crioglodulinms, mfis frecuen
tes, represntan un tipo de complejo immme y com frecuencis
s8¢ involuom immunoglodbulinas monoclomales y otras proteinss
(8,16).

Algunas substanocias quimicas son utilisadss para sepe-
Tar las proteinas del suzero, de¢ scuerio s sus propiedades ff
.sicas por lo que tamdbiln, pueden ser utilisadas pars precipi
tar complejos inmmes y otras macromolfculas séricas, en cop
diciones donde las immmoglotulinas libres peramnecen solu—
bles. La precipitaciém con polietilén glicol (PES) veso zo0-
lecular 6000 se ka aplicado a la clinica pare separar complg
jos inmmes del suero. La ndicién del PEG al suero, forma -
un orecipitndo de protef: que es poroional a la
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tracién de P26 (4,6,26).

La carxa eléctrica de 1os complejos inmmes vuede oer
1s del anticuerpo libre, por lo tanto la immunoglobulina G -
(1gG) scoplejada puede mostrar una mayor afintdad para 1a re
sine de intercambio 1émico (D2AB-celulosa) o ma movilidad o
16otrica olterada. Estas propiedades fisicas devenden de la
naturaleza del anti{geno involucrado y se ban utilisado afs -
e nétodos antigeno especificos, que en la deteccién inespe-
cffica de los complejos inmumes. las cargas 3ie¢ superficie -
de 108 cosplejos inmunes con lgG, se han utilizado parm axly
tinar partfoulas de ldtex sin recubrir (9).

Rétodos es bioldgices, con es-
peofficidsd payy receptor de sunerficls. Les insunoglotmli-

.nas en forma agregada, o la presencia de complejos inmunes -
antigeno-anticuerpo unidos a componentes del cosplemento, se
han utilizado para el reconocimiento de los receptores de la
fraccién cristalizable de 1s immmoglobulima (Fo) y del 3o.
factor del complemento (¢3) sobre la superficie celular - -
(20, 22),

Interncoién con o) cosnlemento. Ie intemmccién ded —
complejo inmune con ¢l sistems de) complemento as total 0 ——
parcial. Dos principales grupos de métodos se han considers
dot el primer grupo involucra técnicas baszdas en la inhibi
cién cospetitiva de la actividad hemolftica o del reconoci—
aiento de la unidad CIq, por 1os complejos inmmes se ha de-
mostrado. La principal limitacién de esta tecnologfe, es la
reactividad inespecifica del sistesa del complemento con —
otros fuctores séricos (7,9,25).
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I ] om o8 los Dto——
Ies Fo de )as cblulgs, Un gran mimero de células leucocite-
rias suestran receptores pars la poroiém Po de algunas molé-
culas de las insunoglobulinas (1g), que permmiten el acopla—
siento de las insunoglobulinas sgregadas de los complejos ip
munes, sds que de las insunoglobulinas monomérices libres -~
(17, 20, 23, 24, 30),

2rucbte de Agregscién Placuetapis (aP). Bsta se busa
en la agregacién de plaquetas sangniness de hummno en presep
eia de complejos inmmes. La agregacién se debe al recono—
oimiento de los receptores de superficie Fo y 03 de lgs pla-
quetas por 108 complejos immunes. Bsta agregacién es estima
da visuslaente en placas de miorotitulscién (28). Se ha ob-
servado que las plaquetas pueden ser sgregadas “in vitro” e
presencia de macromolfculas cargadas, como son agregados de
insunoglobulinas o por anticuerpos que reaccionsn con la su-
perficie de las plaquetas y algunos mixo y reovims (9,21, -
23). Se han observado evidencies de la identificacién de —
complejos inmunes, usando este aftodo en enfermedsdes, tales
comot virosis (12), hepatitis (14,15), sarcoidosis, artrl—
tie reumatoide y en pacientes despuls de recitir un tmsplsp
te (9)0

Para descartar la vosidilidad de sgregacién placuete—
ria por anticuerpos anti-plaquetas el ensayo se puede repe—
tir a un pH 6.5 en lugar de 7.8, en donde la agregacién indn
cida por coaplejos inmunes es inhibida, =ientr=s que la agre
gacién por anticuerpos anti-plaquetas persiste (21). R use
de este aftodo nos da una evidencia vara determinar la fre—
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cuencis de complejos inmunes en VArias enfermededes sutoinmy
nes.

Inhibioifn de snticuervos oitotéxicos. Tembiln se ha
utilizado para la detecoién de complejos inmmnes. La lisis
de 1as células son inhibidas por los complejos (17), pero —
tandién algunss son inhididas por inmunoglobulinas sbricas y
probablemente por anticuerpos antilinfooito (2)., Con este -
altodo se han demqstrade complejos immnes en suero de dacien
tes con artritis reumatoide, colitis ulcerativa, lupus enitg
matoso y tiroiditis asutoinmune (9).

Otrus técnicas utilizan redioisotopos se basan en ls -
interfermois de los comvlejos inmumes, con la imcorporacién
de material mdioactivo por macréfagos (9).

Interwooién cop 1os receptores de loe cowoledos imem—
nss_celulares pam coaplemmnto. Varias cllulas tienen gran
afinidad pars los complejos inmunes unidos a complemento, ds
bido a la presencia de receptores para componentes del com—
Plemento en la asabrana oelular. Uuchos de estos recevtorss
intermotian preferentemente con los coaponentes o con sus —
productos de¢ degradacién C3d y C3d, Alguncs linfocitos huma
nos, s¢ caracterisan por tener una slta densidad de estos 13
ceptores: algunos de estos son las células mii, cue se han
usado para deteccién de los complejos inmumes 19,19,20,24, -
29).

I 0 A —_
counlemento dependiente. BEste método taabiln se ha aplieado
A la investigacién clinica de comnlejos inmmes (32), utili-
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zando componentes del complemento activado, cue inhiben la -
formacién de rosetas unidss s complemento (17), y eritrocitos
de camero cubiertos con cosplemento (20,24).

Este zétodo se basa en que una gren cantidad de célu—
las do varias especies de animales, incluyendo 1s del hombdre
tienen receptores pam componentes del complemento, 1los cua-
les son detectados a través del enlace de eritrocitos de cay
nero sensibilizados con anticuerpo y complemento {RBAC), aue
al incubarlos dan lugar & la formacién de rosetas. BEstos —
linfocitos hacen posible la intermccién entre linfocitos o -
insunoglobulinas, as{ como tambiin para complejos inmumes umi
dos al comnlemento (AgaeC) (9,20,24,17,18).
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B 1a literaturs sédica se han descrito diversos ubto-
dos para 1n identifioscién de complejos inmmes, sin embargo,
en la asyoris son experimentales y se desconoce su confiabi-
1idnd y correlacién. For lo que es importante comocer estas
caracteristicas en los métodos que se snalisan en etapes clf
niocas diferentes de los padecimientos estudiasdos. Bajo es—
tas condioiones nos planteamos los sisuientes objetivos:

1.

2.

3

Identificar complejos inmnes en nifios con! artri-
tis reumatoide juvenil, variedsd poliarticulasr; -
demmatopoliomiositis; lupus eritematoso sistémico
y enfermedad de Teber Christimn, ya que en esta —
ditina enfermedsd no se ha demostrado 1a p 4
de complejos inmunes.

Bncontrar las diferencias en la concentmacién de
complejos inmunes en la etapa active ¢ inmctiva de
las enfeornedades en estudio.

Correlacionar 1os resultados de la prusbe del fac-
tor inhididor de la fommcién de rosetas-BAC y la
pracde de agregecién placuetaria.
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Materjisl hugang. Se estudiaron & 23 pacientes (niflos)
cuyas edades oscilaron entre 5 y 12 afios, azrupandose en la
siguiente forma: 11 peoientes con artritis reusmtoide juve-
nil se gativa (factor dde negativo), de los cuales
3 oursaban con poliartritis activa y 8 sin evidencia clénica
activa, 0Oinco pacientes oon lupus eritematoso sistéaico clf
nico inactivo. 0Oinco pacientes con dermatopoliomiositis;: de
108 cusles ocuatro presentaron sotividad clinica y uno inact}
vo., Por dltimo, dos pacientes con enfermedad de Weber Ghris
tian anbos con actividad clinica. A todos los pacientes se
les m;lpma“ la mediocacién que estuvieron recibiendo entre
24 y 48 horas antes de la pruedta para evitar 1la interferen—
oia oon los estudios. Simultanesnente se estudiaron con las
mismas pruebas 29 adultos sanos donadores profesicnales del
banco de sangre. A todos los pacientes se les extrajo 10 al
de enngre de vena perifirica del pliexue del codo pars el es
tudio de agregacién plaquetaria y factor inhibidor de la for
macilén de rosetas-BAC. Parmn ls prueda de agregacién placue-
taria se usé plasma rico en plaquetas fresco, de 24 horas de
adultos sanos donsdores profesionales del banco de ssngre.

P& IRG10) K§todo 4

densidad. Se sedaren leucocitos de sangre ets, los cup
les contienen de 30-40 % de linfocitos formadores de rosetas
-BAC (LPR-BAC), estos linfocitos tienen receptores de suver-
ficie pama Fo y C3, los que son reconocidos por los comvle—

IIBdiente




-4~

jos inmunes ant{geno-anticuerpo unidos al comolenento y por
los eritrocitos de camero recubiertos con anticuerpo y com-
plemento (2AC), Se extrajeron 5 sl de sangre periférica e
una jeringa heparinizada (0,1-0.5 ml de heparina 1000 TI), y
8¢ les adicioné lontamente a un tubo para centrifuga, el cual
conten{a 5 ml de gradiente de ficoll-hypaqae :ﬁeou (Poaves
018)100 nl al % & hypague (Yntrobe) 20 ml al 50>, densidad
del grodiente de 1.076 g/al ). Después se centrifuxé (cen—
trifugs de rotor de fingulo recto) a 400 X g por 40 minutos a
10°C, Después do 1a centrifusncién se observarun cuatro ca-
pas; la primera fué el suero; la sexunds, ¢l paquete de leu-
cocitos; la tercem, ¢l gradiente y la dltims, ¢l paguete de
eritrocitos, Se separS el vequete de leucocitos con wa pi-
peta vasteur y se lavaron tres veces con solucién de Hanks

( cloruro de sodio 8.0 g, cloruro de caleio 0.14 g., cloru-
10 de potasio 0.40 g., sulfato de magnesio 0.10 g., fosfato
&cido de sodio 0.12 g., fosfato f#cido de potasio 0.06 g., —
dextrosa 1.0 g., bicarbonato de sodio 0.35 g., 0jo de fenol
0.007 g. ¥ ogua destilada cdp 1000 nl), pH 7.2 volfzmen a vo-
léaen, y se resuspendieron las cflulas en 1.0 =l de la aisma
solucién y se contaron en una cémara de Neubsuer. H nfiwero
¥ la viabilidad celular se determind por 1la exclusién ded o9
lorante vital, azfl de tripan, el cual ti#e cllulas =mertas.
Las cllulas que se utilizaron en los ensayos tenfan un 90% -
de viabilided y una concentracién de 5x105 cflulas vor m2 -
€s).

Nétodo de sepsibilisacién de eritrocitos de oamero —
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gon satiguerpo ¥ gogplemento (BAC), Los eritrocitos de car-

nero recubiertos econ anticuerpo y cosmpl (Bac),

cen los receptores celulares Fo y C3 de los LPR-BAC forsando
Tosetas con ellos do son 1 d Se toms 1.0 21 de -
paquete de eritrocitos de camero y se adicions a un tubo pp
ra centrifuga, se lavaron tres veoes con solucién de Hanke,
pH 7.2, oentrifugandose en cada lavads 5 minutos & 500 X g,
de estos eritrocitos lavados, se tosaron 0.4 ml y se lleva—
ron hasta un volGmen de 5 ml con solucién de Haniks, a la di-
lucién anterior de eritrocitos de camero, se les adicioné -
hemolisina (anticuerpo contra los eritrocitos de camerv),
diluido 1:200 y se incubaron a 3790 por 30 mimtos, desvubs
de incubarios se oentrifugaron 5 minutos a 500 X g, se elimi
né el sobrenadante y se lavaron tres veces con solucién de -
Hanks, pH 7.2, centrifugando S minutos a 500 X g en cads le-
vodr. De estos eritrocitos se tomaron 0.4 al y se llevaron
a S al con solucién de Hanks y se les adicioné S =) de suero
humnno sin inactivar (complemento), dilufdo 1350, se incube-
ron a 37°C por 30 aimtos y desvuls se lavaron con la aisma
solucién. Los eritrocitos ya sensibiliznios se orepararon -
a una concentracién del 2% con soluciém de Hanks,

mmmumum B suerv oro-
blesa )] de t connlejos inmunes, se inactiva
POT calor para evitar 1la interfermcia del coaplexento y se
absorben los anticuerpos heter$filos que pudieran formar ro-
setas con 108 eritrocitos de camero. Se tomaron 3 a3l de —
sangre en Wna jeringa y se adicionaron A un tubo de ensayo -
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sin anticoagulante, se les resovid el codgulo y se centrifu-
g6 a 500 X g por 10 ainutos, con una pipeta pasteur se¢ sepa—
16 ol suero y se inactivé en bado marfs a 56°C por 30 sim—
tos, & un ol de suero inactivado, se le sdicion6 0.1 =l de - -
eritrocitos de camero lavados al 0.5 » y se incubaron por -
30 minutos a 37°C, para absorber los anticuerpos heteréfilos
y despulés se centrifugé 5 ainutos a 500 X g, con una piveta
pasteur se cepard el suero inmctivado y absorindo.

Prueba de Inhibicién de 1s Fopmecién de sosetss BiC,
Los complejos inmunes presentes en el suero de los pacientes
con enfermedad autoinzune se cuantificaron poniendo en coa—
taoto primero los LPR=BAC con BAC al 25 (rosetes normales) y
por separado los LPB-BAC primero con el suero protlems (cog
plejos inmunes “in vive") y los sitios receptores que dejan
1ibres estos coaplejos los ocupan despuls los 310 que se adj
cionan al ¥ltimo ( rosetas inhibides).
LPE-BAC sin suerp. &n un tubo para centrifuga se colocaront
0.5 ml de susoencién de linfocitos formadores de rosetas-BAC
(LPR-BAC), obtenidus de sangre periférica y separados vor -
ol nitodo de gradiente de densidsd, a una concentracién de -
52106 oflulas por ml y 0.5 al de BAC a1 2%, Hecha la mezels
8¢ incubaron a 37°C por 15 atmtos, desvuls se centrifusarom
un minuto & 400 X g, se eliminé o1 80d dnnte y se
pendié lentanente, se tomé una alicuota con uns piseta pas—
teur y se¢ colocd en un portmodjetos, se contaron las rosetas
¥ leucocitos 1idbres al nicroscopio.
LPB-BAC gon suerp. Bn un tubo pam centrifuga se colocaron
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0.% ml de suspencién de células LPB-BAC, a uns concentracién
de 5x10% células por ml y 0.5 al de suerv inactivado por oa-
lor y absorbido; se incubsron 30 minutos & 37°C, y se cen—
trifugd S minutos a 400 X g, oon una pipets pasteur, se eli-
oiné 1la mitad de sobrensdante y se adicionaron 0.5 al de -
BAC al 2%, esta mescla se inmcubS 15 mimutos a I7°C y después
se centrifugé un minuto a 400 X g. Con una pipeta se elimi-
26 0.5 ml de sob dante y se pendié 1 te, se tQ
=6 una alicuots con una pipeta y se colocé un portaodbjetos,
se contaron las rosetas y linfocitos lidbres el microscopio -
(18,24).

Lecturs. £ Coeficiente de Inhidicién (CI) se detersy
né contando, al mismo tiempo, las rosetss formadms con los -
LPR-BAC y 1los BAC, y los linfocitos libres basts llegar & wn
total de 200 (entre rosetas y linfocitos libres).

Calculon.

CI w 100 - LPB-BiC gon suewm , 109
LPR-2AC sin suero

Cl = Coeficiente de Inhiniciéa

LPR-2AC = Linfocitos formmdores de rosetas-2AC

BAC = Britrocitos de camero cubiertos cen saticuerpo
¥ coapleaento

Exeparuoifn de plaguetas. Se separmn las Flaquetas de
su medio plassftico y se levan para evitar la interferencia
en la prueba de agregacién plaguetaris, por productos sgxre—
euntes plasafiticos. Se obtuvieron 1as placquetas s partir de
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plassa rico en plamuetas (plaquetas frescss lmmsnas de 24 ho
ras), el cual se centrifugé s 400 X g por 20 minutos & 10°C,
Se elininé el preciositado de eritrocitos y leucocitos y el -
sobrenadante se centrifugé a 1000 X g por 15 minutos e 10°C,
Se eliminé el sobrenadante (plasme) y el precipitado de pla-
metas se r pendié en solucién de NaCl 0.15 ¥ para centri
furarse 10 mimitos a 760 X £ & 10°C. Se eliminé el sobrena~
dante y ¢l precipitado se reuspendié en solucién de Nall - -
0,15 N y se oentrifugé 10 minutos a 760 X g & 10°C. Se el3-
ainé el sobrenadante y el precipitado se resuspendié en soly
0ién amortigusdora de PBS-D, pH 7.8. Se ajusts la concen—
troién de las plaquetas leyendo 1la densidad Sptica & 660 mm
contra un blanco de agua desionisada (Bom demostré cue la -
densidad Sptica es directamente proporcional sl ntmero de —
plaquetas (21,31)), ajustando a uma concentracién aproximadsg
amte ao 22208 plaquetas por ml, dwnsided Sptaca de 1.0-1.2

(20,11,13, 22, 21).

Braebe de Agresacifn Pleametaris. Ia superficie nls—
quetaria tiene receptores Po y C3 loe cuales son recomoci—
dos por los complejos inmunes que se encusntran en el suero
de pacientes con enfermedad sutoirmame, © POT 1a 140 agrege-
da vor calor, produciendo agregacién plsquetaria bejo condi-
oiones de pH y tamperatura. Ia prueba se reslizd en placss
de poliestireno con pozos de fondo en forma de U, de la si—
guiente mrnerat se adicionaron 50 pl de PES-D, pH 7.8 a ce-
da pozo, nés 50 pl de suero protlems, al primer poso de 1la -
hilera con microdilutor, y se hicieron diluciones dobles - -
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152 & 134096, 3e adicionaron 50 p) de P3S-D, pH 7.8 ~ cada
poso y 100 yul de 1a preparscién de placuetas a una @
traoién de aproximad 2x08 pl tas por al. Pars ca-
da prueba se¢ corrié un control positivo usando 140 asresada
por onlor, se siguieron los mismos pasos antes descritos, —
sustituyendo énicamente el suerv protlema por la preparmcién
de 1a 150 axregads por calor. Se hizo tambifn al mismo tieg
po, un control nexativo de agregacién esponténes adici d
100 1 de PBS-D, pH 7.8 & cads poso mis, 100 pl de le prepe-
reoién de plaquetas s 1s misma ién. D és se ip
cubaron las placas a 4°C durante 18 a 20 homms. Despuls de
incubar se observaron las placas con una lémpars de fondo —
obscuro y lus lateral, la ob 41én de la prueba positiva
fue una tela de placuetas sobre el fondo de 1los posos y la -
prueba negativa fue un botén de plaguetss e el fondod los
nismos (10,12,13,22,28).

Erecipitacién de insunoslotulinss gon sulfsto de spo—
nig. Se usé suero de mieloma tipo 1g6 ol cusl se precipits
con sulfato de amonio al 336, con sgitacién magnitica y en -
btailo de hielo, se hicieron tres precipitaciones adicionsndo
el sulfato de samonio al suere, conforme Este se disolvié, —
despule de cada precipitaciln se centrifugé la mescle a 500
X g por 15 minutos, el sodbrensdante se elixiné y el precinvi-
tado ee dinlisé contra P33 pH 7.8 por 48 horss y, deswvuids de
dialisarse, se liofilizé. Ia suestrs liofilizada se probé -
por inmunoelectroforesis para conocer la pureza de la 1g6 —
precipitada del suero de mieloma (21),
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Insunoglectroforepis. FPara esta prueda se usaron vorts
objetos, 108 cusles e cubrieron con agar al 1% y se verfora
von, Ya preperudas las placas, se sdicionaron a los posos -
1a muestr problema (antfgeno), y se corrieron en ol apamato
de inmunocelestroforesis usando como nedio PES pH 7,8 y co——
rriente de dos volts por cada placa durmnte 30 minutos, des-
pués de la corrida, se perforS ¢l sgar en canal, Y se adi-—
cionaron los sueros snti-1gl, anti-1gA y snti-1g¥ resvectiva
mente, se incubaron las placas e cémars humeds por 48 hores
(21).

Preparacién de 1a 150 sgregada por calor le inmuno—
flodulina G en forma 1ibre es incasaz de activar el sistess
del complemento, pero en forma agregads si, de¢ esta forma ac
tda como complejo inmune. Bsta propiedad es usada pars es—
tandarizar 1as pruebas para deteminar complejos inmmes en
genersl, Se tond un gramo de liofilizado de 1gG odtenida —
Dor precipitacién del suero de mieloma y se disolvié en soly
cién de NaQl 0.15 ¥ durante dos horas oon agitacién magnéti-
ca, después se calenté en bafio marfa a 63°C por 30 minutos
( se conté el tiempo a partir de que el zaterial alemnzé 1ls
temperatura ), se efrié en bafio de hialo, se le sdicions —
6.7 gramos de sulfato de s0dio, de gramo en gremo hasta disg
lucién. Ia mezcla densa obtenida se centrifugé 15 minuntos a
S00 X g ¥ ¢1 sodrensdante se eliminé, resuspendiendose ¢l —
precipitado en PBS pH 7.8 y se dializé después contra PBS
pH 7.8 durante 48 horas a 4°C. R dislizado se centrifugs -
15 minutos a 500 X g eliminando el precipitado. Rl sobrema-
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dante se almacens a -209C hasts el momento de su uso (22,23,
30).

paracion ds lgv sxregads po cRlo unide & cospl
mento. (parm 1a estandarizacién de 1la pruebs del factor in-
hibidor de la formacién de rosetas-BAC). M un tubo de ensg
y0 para centrifugs se colocaron 0.5 sl de la preparacién de
180 agregada por calor s la 16n ria mfs, 0.5
nl de suero humano nomal sin inactivar (cosplemento), esta
mesola se incubd 30 minutos a 37°C. Despubs se centrifugs a
500 X g pama elinminar el exceso de suero, dejando un volémen
de 0.5 ml y se resuspendié., Por Gltiso se insotivé la prepg
Taeién a 56°C durente 30 minutos (20).

figado, Esta pruebe se usé pars deterzinmar a1 tenido de
oroteina de la 146 axregads voT calor espleads para estande-
risar 1as pruebas de agregacién plaquetaria y factor inhibi-
dor de la formacién Ae Tosetas-2aC, Se usayon los simuien—
tes reactivos: solueién stock BSA (frascién 5) com 1la cual
se hizo la curva estandar, de 8 ag/al sn sgua desionigada.
Se tomé una alicuota de esta solucién 1350 de sproximsdamen-
te 160 pg/ml, esta dltima fue la que se usé en 1a nrueds, -
fambifn se eaplearon los siguientes reactivos: Molin A —
(Na2C03 2% a4s, NaOB 0.1K), Polin 3) (CuSOz 100 og e 10 ml
de agus desionizada), Polin By (tartrato de sodio y potasio
200 mg en 10 ml de¢ agum desionizada), Fsactivo PP solucién
1IN ( 1.0 m1 ae reactivo equivale a 9 ml de 0.1N de NaOH) y
ol Beactivo de FC ( 29 al de folin A zfs, 0.5 al de folin -




No, de .A‘lbﬁ-im bn\cul °l’0 ‘m D.0. Come.
tubo [ al al sl 700 oa pg/ml
1 0.0 1.0 1] 1 0.0 0.0
2 0,2 0.8 b 1 0.0%58 27,88
3 0.4 0.6 5 1 0,134 64.43
4 0.6 0.4 ‘s 1 0.223 102.42
L] 0.8 0.2 5 1 0.257 123.58
6 1.0 0.0 5 1 0.203 140.80
%a11ufda 1150
bﬂnton&.ndn
®Beactivo de folin cobre
dI-uotlvo de folin femol
Tabla 7N
Curva esténinr de nrotefnas, vor el =método de fo—

iin modificedo,
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Densidad dptioa (x 107°1) & 700 na

r — 3
Albinira  (ng/al)

rig. *1 Curva esifndar de protefnes, por el método
de folin :o0dificedo.
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B) y 0.5 m1 de folin B2),

Ourva. setfndar da nrotefnss. Tabla #1. A tubo £ no
se 1l¢ adioioné slbfimina, & los tubos #2 & #6 se les adicionéd
respectivamente 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 al de albimina nfs,
agua desionisada pars cospletar en osda tudo 1.0 ml mfs, S
2l en cada tubo de resctivo RFU, se sgitaron todos los tubos
¥y se reposaron 13 minutos a tesperatum ambiente. Despubs -
se adicionaron 1,0 ml de RFP a cada tubo, se agitaron ¢ incy
baron a 50°0 en bafio sarfa por 10 minutos, despubs se enfrig
00 & temperaturm smbiente y se leyeron las muestmas a 700 -
nm usando como blanco el tubdo M.

Para las suestras problems de 186 agregada por calor -
80 8iguil el mismo procedimiento mencionado pars la curva eg
téndar sustituyendo, la slbéains por 1a muestm dilufda. Se
ley$ la densidsd Sptica de 1la albfimina (freccién 5) 1350 e -
200 nm, Famm conocer su concentrucién en mg/aml se maltipli-
cé 1a densidad Sptica por el coeficiente d¢ extincién (1.515
ag/al) de la albimina (33),
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0b (24 L?3-8AC k> e AP utili-—

o ) 1 t -—
prugbag, La 146 precicitsda del suero de mieloma hunano ti-
po 150 se agregd por calor s 639C por 0 minutos en las si—
Kuientes concentrmoiones: 0.0%, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, —
1.0, 2.0, 4.0, 6.0 y 8.0 (x103) pg/ml, se incuberon con uma
susvencién de LPR-BIC de una concentmcién 5x10° células vor
nl y después con 347 al 2», 2ars ver si inhibia la formmoién
de rosetas y no mostrd inhibicién s ninguna concentracién,
Deavués, la 1£3 ngregada por cslor se incubé con suero huma-
no no insotivndo, pam unirln a comvlemento \1s6 asregada —
unida @& complemento)y esta dltima se prods de la misza forme
aue 1a 186G azresada no unida al coavlamento y se observé oue
s{ inhibia la fommacién de rosetas de LPE-8AC, Ssta inhibi-
cién fub provorcional a la concentracién de la 146 agregada
unida & complezento usada en la vrueba. Los resultados del
CI de 1a 158G agregndn unidn & complenento se —meetrun em la
tabla £2, donde se observa que ha una concentrecién de 50 pg
/8l 418 una inhiddcidn de 10.52F (afniwa concentracién usads)
¥ a 8x103 pg/ml de 64.51% (néixima concentrmcién usads), es—
tos resultados se encuentran graficados en la figurm #2, —
donde se graficé el logaritmo (base 10)de la concentracién de
1g0 agresada por onlor contra el CI de LPE-BAC, donde se mues
tm una curva dosis Tespuesta, dando una sensibilidad de 1a_
prueda de & 505 de inhibicién (CI) en 2x103 pe/=l de 146 - -
agrezada vor calor unida A comolemento., BEn la tnbla #2 tne-
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s, 8 ¢ Sa b
0,05 38 M 10.52 1116
010 NN 24 22,58 132
0.0 1 22 29.03 1164
0.40 34 24 2.0 1128
0. 60 k1] a 36.23 1sm28
0.80 34 2 Q.7 1:36
1.00 39 22 46,15 131256
2,00 39 0 4.7 1152
400 17 58,03  1:102¢
6,00 n 15 59.45 131024
800 3N N 6N 1:2048

A = 1g0 agregada por calo?
B = porcentaje de rosetas de LPE-5AC sin 1s5 sgregsda
C = porcentaje de rosetas de LPR-BAC con 146G sgrexads

%(2203) pgyym
SOseficiente de Inhibioisn
‘)cmt&n plaquetaria

Tatla #2
o _LPR-8aC de AP



1RGC sgregada por calur (ug/ml.)
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1
L
L
» - » - ® o B »
Coeficiente de {nhidiciSo de LFR-EAC (V)
Tig. # 2 3. 2 > :
b2 3 . Se estaxlaris8 la *#cnica usmde IgG -

agregada por calor (ccepleio inmure forwadn “ia vizro®). Se grefi
o8 el porclento de soserar !nhididas como coeficiente de izhidi—
cl6a de LFR-EAC contme e logarizmo (Sase 10) de la concentraciln
de la 1gC agregada por calor en mp/fwl.
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bién e ds el nimero porcentual de rosetas en C (LP3-3iC -
aon 140 agregada) en comparaoién con B (LPB-BAC sin 10 - -
agregndn), donde el poroiento de rosetas LFB-BAC en este -
dltimo, ne tma tado y en C disminuido (inhibdido)
a 50 ug/ml de 140 arrsgada por calor unida sl complemento el
poroiento de rosetas LPR-BAC sin 156G fue de 38 porciento y -
con 156 unida 0l complemento (C) fue de 34 porciento; en uns
concentracién de 8x103 ug/al el porciento de rosetas LPB-BEAC
oin 10 azresnda (B) fue de 11 porciento y con 1gG asregads
unida al complemento (C) fue de 11 porciento, 10 que desmues
tra, cue el norcentaje de inhibicién de rosetas LPB-EAC fue
proporcional a la concentraciln de la 1g0 agregada vor ealor
presente en la prueta (complejo imnmme formado “in vitro”),
La 150 agregnda por cnlor en sus diferwntes concentra~
cionest 0,05, 0.1, 0.2, 0.4, 3.6, 0.8, 1.0, 2.0, 4.0, 6.0 y
8.0 (x103) pg/ml se incuds, en placas de poliestireno con po
208 de fondo en formm de U, con una suspencidém de plaguetas
2x108 placetas por al pam conocer & titulo de agresacién
plaquetaria (AP) de 1a 1g6 agregada por calor en sus diferen
tes concentmciones. Los resultados se muestran en la tabla
#2, en donde se obaerva que & una concentracién de 50 pe/md
416 un tftulo Qe AP de una dilucién 1316 y 2 wa concentTh-——
ci6n de 8x10" pgsal de 1:2048, lo cual demmestr aue el ity
10 d¢ AP ¢s provorcional & la concentracién de 1a 140 agress
da, los resultados se graficaron en la figum #3, se gmficé
ol logaritmo (base 10) de la concentmaeién de 1z 1g6 sgrega-
dn por calor contra el tftulo de AP obtenido de la misma, se
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observa una curva dosis respuests, dando una sensidilidad de
1a prueba de aproximsdsmente 3.78 pg/ul de 1¢0 agregada vor
calor detectada en 1a pruebs, 1s cusl se determiné de acuer-
do A 1a Ailucién obtenids del titulo de AP en cada una 8¢ —
1as concentraciones de 140 agregada por calor ussds., Obteni
dos los resultados del coeficiente de inmhibiecién (CI) y del
t{tulo de agregacién plaquetaria (AP) utilizando 16 egress-
da por crlor (complejo inmme formmdo “in vitro“) usando las
aismas concentracicnes en smbas pruebes, se gmfi los -
resultados pare correlecionarios, figum #4, e la cusl se -
observa una relacién linesl, & los resultados de ambas vrue-
bag se les detominé el coeficiente de correlacién “r" de —
Pearson vara dos variables el cual 346 0.87% y tamdifm se
ocnlould ? de Student dmndo una I0.001. Istos resultados -
suestran que las pruebas estan alt: te correlscionadns - -
(0.87%) y esta correlacién tiene uns confisbtilidad de P<0.001.
Obtencifn del CI 4 LPH-GAC v de] $itulo de AP e og—
cientes cop diferentes enfermedsdes sutoingmes. Desvuls de
estandarizar las oruebas del factor inhibidor de 1z formamcién
de rosetas-BAC y la de agregacién placustaris ussndo cowo —
complejo inmune formado “in vitio” a la 1gG sgregads por ca-
lor, se plantel como odjetivo determinar la concentrmcién de
complejos inmunes en pacientes con: artritis reumatoide ju-
venil, lumus eritesatoso sistimico, demmatopoliomiositis y -
mferzednd de¢ Yeder Christian. Para evaluar a estos vecien-
tes se detemind el CI de LPR-BAC y el tftulo de AP & 29 in-
dividuos normales donadores vrofesionnles del banco de san—
gre, los resultados se muestran en la tabla #3, en donde me




de frniblcifn LFP-CAC ()

Corflcfente

v 0.67
¢ 3%

'

TI:uls de agregaciSa plaguetaria

Fig. # & CorrelaciSn entre el titulo de AP y CI LFR-EAC atilizan
u%g;ggg.smmmmt

pruel Y Par calor 8 diferentes concentrecio-
203; titulo 4e agr i dobles a I==
valos i{guales mm ol :u.'e'cn'e amm:u: e rosetas cres -
coeficiente defndidiciba de LFR-EAT, dands = coeficience e co-
rrelaciSn “r® de Pearson pare ¢os varisbles de 3.97 v una ctefla
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a 3¢t Pw
1 7 38 2.7 1316
2 38 n 2.6 138
3 a ry 2.4 1516
4 34 33 2,9 1516
5 1 k) %2 1816
6 a 42 2.4 1:8
7 42 a 2.4 138
8 4 45 2.2 1116
9 32 32 0.0 1516
10 ” 7 0.0 1516
n 35 34 2.8 1116
12 2 28 3.3 1316
13 42 a2 0.0 1516
14 34 33 2.9 1:26
15 32 32 0.0 1516
16 n 36 2.7 1116
17 39 38 2.5 1516
18 52 5 1.9 1116
19 35 34 2.8 1816
20 35 35 0.0 118
2 39 38 2.5 1116
22 32 n 33 1116
23 3 33 2.9 1216
2 ' 39 2.5 1116
-] 33 32 3.0 1:8
26 28 29 %2 1:8
a 2 29 3.3 1116
28 ® © 0.0 118
2 32 3 0.0 1316

A = ndnero de individuo

3 = porcentaje de rosetas LPR-EAC sin suero
C = poreentaje d¢ rosetas L?RB-BAC con suero

SCoeficiente de inhibictén
bﬁgrmo“n Plaquetaria

Tabdla #3

€I y ®Meulo de AP de individuos nozmeles

-~
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observa nue el mavor coeficiente de inhibicién norwal fub —
de 3,3%, también se suestra el porcentaje de rosetas de LPR-
24C sin suero (B) y con suero (C); obse:vandose cue no hay -
diferencin simificntiva entre ambos resultados, por 1o aue
el Ol nomal di6 de méximo 3.3~ y el titulo de AP 20 mayor -
de una dilucién 1:16, Ya determinados los niveles noruales
del CI y del t{tulo de AP, se prosiguié & determnar las cog
centrmciones de coaplejos inmunes en pacientes.

Se analizaron & 2) sacientes cuyas edades oscilaron en
tre 5 y 12 aiios, & 108 cuales se¢ les suspendié toda nedica—
0ién de 24 a 40 horas antes de¢ la vrueda dars evitar ls inter
ferencia con los estudios. Se les tomd 10 al de sangre veri
férica, Gel pliexue del codo, y se les pmeticé la prueba —
del Paotor inhididor de la formmcién de Tosetas—-BAC y Agrema
0ién plaquetaria los resultados se mueatran en la tadbla #43
11 pacientes oon artritis reumatoide juvemil, 3 casos clini-
ocamente activos y 8 inactivos. Paele observarse en 1a tabla
que el CI de LPBE-SAC ¢s mayor en los vacientes en etaoe acti
va (OI de 32 a 36), en comvaracién con los inactivos (CI de
8 a 34), tanbién se muestren los porcentajes de rosetas de -
LPB-BAC sin suero (A)y con suero (B) en snbas etapas de¢ 1a -
afermedad, por ejemplo, ¢l urimer vaciente did un vorcentaje
de rosetas LP3-3iC sin suerc de 33¥ y con suero de 2%, lo ~
que anostra una narcada inhibicién de rosetas cusndo los - -
LPR-BAC se incubdan primerc con suere (complejos inmunes en
suero) y desvuls con BAC al 28, en comparmciln con los LPR—
BAC que Se incubaron directaamnte con BAC a1 2. R tftulo
de agregacién vlaguetaria tandién se mucetrm en la tabla -



Tabls £4. O AP v
afegoiones. 3e estudiaron a 23 pecientes con las siguientes

enfermedadess 1l pacientes oon artritis reumatoide juvenil
(ARJ), 5 pacientes con lupus eritematoso sistéaico (L8S), —
5 paocientes con dermatovoliomiositis (DPN) y dos pacientes -
con enfermedad de Weber Christian (¥C). Se les deteminé @
porcentaje de rosetas LPR-BAC sin suer (4) y @1 poroentaje
de rosetas LPR-BAC con suero (B), calculandose su CI respec—
tivo., Tamtiin se determiné el titulo de AP a cada paciente.
En la tabla se sefizle en que etapa d¢ 1z enfermedald se encop
traban los pacientes (C),
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A B So1 2P [

1 AR 33 a 36 15256 activos

2 AW 3 25 29 1332 inactivo

3 AN 35 23 M 1132 inactive

4 AN 7 32 14 1332 inactivo

5 AR 36 33 8 1516 inactivo

6 AW 32 28 13 1516 inactivo

7 AW 32 a 16 1816 inactivo

8 AW 47 30 36 11128 aotivo

9 AW 33 26 a 1532 inactivo
10 AW ) 3 32 13128 sotive
11 AW 30 25 17 1532 inactivo
12 18 38 34 n 1332 insctive
1) LS 39 28 3 13516 insctivo
14 LB 29 17 aQ 121256 inactivo
15 LB -~ 1 a 1364 insetivo
16 LB &0 40 o 1816 immctivo
17 7 23 38 13128 activo
18 DM F- 20 0 1368 sctivo
19 oM 32 E1) 28 15128  sctivo
20 2 29 3 18 1332 sctivo
2 DM 32 S 2 1332 trmectivo
2 37 33 n 1332 activo
3 W k ] 26 13

1332 sotive

®Coeficiente de Inniddeién
blcrcne“n Racuetaria

Tabla £4
€Ly Mtalo de AP de vecientes con diversss afeccionss
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44, observandose al igusl que en CI una mayor concentracién

de complejos inmunes en la etaps sctiva de la’ enfermedad con
respecto a los inactivos: ti{tulo de AP en la etaps activa -
de uns dilucién 13128 a 1:2%6 v en 1ls etapa inactiva de 1:16
a 1332, los resultados de los 11 pacientes con artritis ren-
satoide juvenil de asbas prusbas se smficaron comvarstive—
mente con los resultados del gruvo control noraal, figumm #5
observandose en la grafica diferencis entre los individues -
normales y enfermos, y a su ves diferencia eatre los casos -
olinicamente activos e inactivos: mayor concentreoién de cog
plejos insunes en la etapa activa, oon respecto e la inacti-
va.

Cinco pacientes con lupus eritematoso sistézico todos
clinieamente inactivos, en este gruvo de pecientes no fuf —
vosible hacer una comparacién cowo la snterior, dedido s que
todos los pacientes disponibles estudiados se encontraban en
una etapa inactiva de la enfernmedad, pero se puede observar
(tabla #4) que sf se detectan oomplejos rmmunes por arribte -
de los linites normales, dando en dos de los pactentes un CI
de LPR-BAC d¢ 21 y 41, y un tftulo de AP de 1364 y 11256 res
pectivanente.

Cinco pacientes con dermmtopoliomiositis: 4 casos cli-
niocnmente rctivos y uno inactive, los resultados de smbas ——
pruebas practicadas s¢ muestran en la table 74, en donde se
observa ligera diferencia entre los CI de LPR ZAC en 1a eta-
pa activa con resvecto a la inactiva; CI de activos de 14 a
38 ¥ &1 inactivo de 22, lo aiszo en el cuso del tftulo de AP,
AV gctivos unn dilucida de 1332 a 13128 y ¢l ianctive de 1:22
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Los resultados se zraficaron en la figum 76, comoamtivazen
te con el gruvo control nomal ( referencia), obeervandose —-
una asyor concentracién de complejos inmunes en la otapa ac-
tiva con respecto a los inactivos y una diferencia notable -
del grupo de vacientes en general con el gTUPO control nor—
aal,

Por dltimo se len deteraind ¢l CI y el titulo de AP a
dos pacientes con enfermedsd de Veber Christian, en donde —
no se han reportado complejos immmes, en nuestio estudio se
encontraron complejos inmunes en baja concentracién: um CI de
11 y 13, y un titulo de AP en ceda uno.

T la figure #7 se xrafioaron los resultados vorcemtus
les de rosetas LPR-BAC, de los 29 individuos nomsles y de -
los 23 pacientes con diferentes enfermedades: artritis reuma
toide juvenil, lupus eritematosos sistlmico, dematonoliomio
sitis y enfernedad de Veber Christiamm, oar observar grafics
aente las diferencias entre el nimero de rosetas LPR-2AC en-
tre un grupo y otro., Ha ¢l caso de individuos normmles no -
8¢ obaerva diferencin entre ol nfimerv de rosetas LPE-BAC con
Suerv y 8in Suerv, per° en ¢l niémero de rosetss de los 23 ps
cientes si se odbserva una clars diferencis, los LPB-BAC que
8¢ trataron primerc con suero y deswués con BAC a1l 2 el vor
centaje de rosetas se observa disainuido (imhibido), en com-
paracidn con los L®A-BAC que se incuberon directemente con -
los BAC al 2,

Ba la figuma #8 se coavarsa los CI de LP3-BAC de los -
29 individuos normales y los 23 pacientes con las enferzeds-
des antes mencionadas, v se observa una Rran &iferencia en—
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tre los CI do los individuos nommales y pacientes: en los —
nomales el CI mayor 446 3.3» y en los pacientes de 413,

As{ mismo se comvammn los titulos de AP de individuos
nomnales y enforuos en la figura £9, en la cual se observa -
una marosda diferencia entre el titulo de AP de individuos -
nomales y enfermos: el t{tulo de AP mormal di$ de unn dilu-~
01én no mayor de 1316 y en los individuos enfermos de 131256
1a nds alta,
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Los abtodos ussdos en este trabajo para detectar con—
plejos inmuness Prueba de Agresscién plasuetaria y Pactor -
Inhibidor de 1a formacién de rosetas-ZAC, devendien de las —
propiedndes biolégices de la inmunoglobuline acomplejada o -
de los coaponentes del complemento, en los complejos inmunes,
tales propiedades incluyen tambifn la reactividsd con receo-
tores Fc de las inmunoglobulinas o componentes del complemen
to (8,9,17,18,20,24).

La 1g0 agregada por calor faf usada como un modelo de
oomplejo inmune formado “in vitro”, vars determinar 1la sensi
bilided de los nétodos y para cusntificar los niveles de com
plejos inmunes en suero (23). M la prusba del Pactor inhi-
bidor de la formacién de rosetas-BAC al probarse la 1g6 axre
gada vor calor unida al complemento con LP3-BAC dié uns inhi
bioién, la ocusl ful provorviomal a la concentrmeién usads en
1a prueba (tabla #2), en la figam #2, se mestm 1la cuiva -
esténdar, una curva dosis rescuesta, dando un: sensibilidad
de 1a prueda de ¢ 50% de CI con 23103 pg/ml de 4G agregata
por calor unida al complemwnto. Ia estandarizacién de esta
prueda no se habfa reportado em la literaturs (18,2¢). # -
1la Prueba Q¢ igregucién placuetarta se usaroa dlsquetas fres
cAs humanns de 24 horas despuls d¢ la extraccién, y ha este
respecto existe un reporte (21) de que las vlacuetas de 48 -
horas son satisfactorias. Los resultados obtemidos de la es
tandarisneidn (tadla #2), mnestran que la axregacién placne-
taria producida por la 15G agregada nor celor fué nrovorcio-
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nal a su concentrucién empleads, figura €3, dando una curva
dosis respuesta y una eensidilidsd de 3.78 us/ml de 140 agre
gada por calor detectads, Otyos sutores reportan una sensi-
®114dad de 1,0 up/ 3l usando tambiln 14G sgregada ror calor -
(21) y de 0,3 pa/sl empleando como comolejo insune formado -
“in vitro", un Jugado VIP-SSi-anti Tpo anti-NIP (12),
A 1as 408 pruedbas se les deteniiné el coeficiente de correls
cién para dos variadles "r” de Pearson, acue dié 0.57% y tam-
bién se caleculd le T de student dando KO0.001, figura £4; —
los resultados del CI y del tftulo de AP fueron 4irectemente
proporcionales a la conoentracién de la lgG axTegsds DOT c-
lor usnda en las prusdas y existié uma alts correlacién en—
tre ambas, la cual fué altamente significativa (P<0.001).
Para determinar 108 niveles normsales se eplearon co3o
referencia a 729 adultos sanos donadores pProf les 4@ —
banco de sanzre, no se determind en nifios, en o1l rango de —
edad de los vacientes estudiados (S a 12 alos) por la insc—
cesibilidad a este grupo. Los niveles noramles obtenidos en
amdas vruedas \tadla #3), =uestran cue el CI el welor whxino
fub de J.3» y @1 tf{tulo de A? no sayor de uaa dilueién 1116,
Un reporte del ti{tulo de AP nommal cofncide con el muesto
(a),

De los vadecimientos estudiados con estas dos Druebas
s8¢ hadbian reportado comolejos immunes en las situientes en—
femedndes: con la prueba de AgTeRacién vlacuetaria en ar—
tritie reunatoide y lupus eritesatoso sistimico (34), a pax
te de¢ las antes nencionadas se reportan en infecciones vim-
lest mixo ¥ reovirus (17,35), hematitis (15), en enfemednd
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crénica del higado (14), infeccién micoplasmica neumonich —
(33), sarcodiosis (3). Con 1la pruebs &el Pactor inhididor -
de la formacién de rosetas-BAC no se han reportado complejos
ingunes en las enfoermedades estuiialas en este tmbajo, sino
on otras como sons schistosomiasis (32), en nifios con sindro
ne nefrético y otras enfersedsdes rwnales ocomo glomerulone—
fritis postestreptococal (18), Complejos immumes se han re-
portado empleando la prueba d¢ Precivitacién con P2 (PN - -
6000), en pacientes con deposito y circulaciln de comvlejos
inmunes en las enfernedades renales, glomerulonefritis y lu-
pus eritematoso sistémico, estudios realizados en adultos -~
(4), pero no en nifics. Con 1a prusba de Desviacién Clc se -
han reportado complejos inmmes en artritis reumatoide, lu—
pus eritesatoso sistémico, demmatopoliouiositis (2,7,2%). -
Prueba de inhibicién de la citotoxisidad cfular devendiente
de anticuerpo, se reportan complejos inmunes en Artritis rem
aatoide, lupus eritematoso sistémico y enfersedad de Croim’s
(17). B estos estudios existe @l inconveniente que se deg
conoce su confiadbilidad y correlacién en etapas clinicas 4~
ferentes do la enfemedad, as{ cozo tanbifn en 1s enfermedad
de Weber Christian no se han reportado complejos inmunes.

De 108 resultados obtenidos @ los psdecinientos estu-
disdos, en niflos de S5 a 12 aflos (2abla #4), se encontrs cme
on la enfermedad de artritis reusmatoide juvenil y dermatodo-
1ioatositis, existié una correlacién entre 1l actividad ded
padeciaiento y la concentracién de comvlejos inmunes ci reu——
lantes en sangre (figurs #S y #6), obmervandese una mayor —
concentrecién de comvlejos en tacientes clinicmamente activos
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oon respecto a los inactivos y en comvarscién al grupo con—
trol norsel. Los pacientes con artritis reumatoide juvenil
cliniongente activos, el CI oscilé entre 32 y 36 porciento
y o1 titulo de AP entre uma dilucién de 15128 y 15256, en —
108 canos inactivos el CI fué de 8 & 34 porciento y 1 titu-
10 de AP de 1316 a 1332, 2n el grupo de pacientes con der-
satopolionmiositie la diferencia entre 1la etape activa ¢ inag
tiva de 1n enfermedad, no ful tan clara como en srtritis rep
watoide juvenil debido cus hicieron fslta afs, pacientes dis
ponibles en otapa inactiva; el CI de pacientes en etapa acti
va fuf de 14 a 38 porciento y ¢l tftulo de AP d¢ 1332 a 132128
y en el onso del insctivo el CI de 225 y el titulo de AP de
13132, Bn los pacientes con lupus eritematoso sistémico se
deteotan altas conoentraciones de complejos inmmes, pero 2o
fué posible observar las diferencias entre le etaps sctiva ¢
inactiva, dedbido a que todos los pacientes disvonibles se e
contrmban en etapa insctiva, CI de bacientes insctivos de 3
a 41 poroiento y titulo de AP de 1216 a 18256,
Pacientes con enfernedad de Teber Christimn & esta enferme-
dad no se ha demostrado la presencia de complejos irmumes, -
Ae los resultados obtenidos en este trabajo se vusde presu—
#ir la presencia de conplejos inmunes, en btaja concentraciéo
unicamente se estudiaron dos dsacientes y dieron los signien-
tes niveles de complejos trommes, CI de LPR-BAC de 11 v 113 -
vorciento y el tf{tulo de AP de 1:32 en asbos pacientes.

Los resul tados porcentuales de rosetas LP3-BEAC (Pruebe
del factor inhibidor de la fommacién de rosetas-3iC) de los
vacientes, compAarsdos con el gruvo control nomal (fisura -
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#7) suestras que las rosetas LPR-EiC con suero y sin suero, -
en el caso de individuos nomales la diferencia no fué sign}
ficativa pero, s{ en el caso de 1los pacientes, e donde el -
porciento de rosetas LPR-BAC con suero se observo disminuido
(inhibido), debido a la presencia de complejos immunes en el
suero, también se obrerve la misms diferencis en el caso del
Ol de LPR-24C (figurs #8).

Ouando se comparan los t{tulos de AP de individunos nomales
y enfersos se observa aue existié uns diferencis sarcada en
pacientes, niveles altos, debido a ls presencia de complejos
inmunes, fimura #9.

Al analizar los resultados v compararios con 1ls lite-
retura es importante enfatizar que estos valores norsales ob
tenidos en adultos sanos donadores profesicusles del banco -
de sangre fueron utiles como un vatrén de referencia pars el
grupo de pacientes estudiados en este trabdajo.
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Vil,-CONCLUSIOUNSZS

De acuerdo s los resultados obtenidos en las tas -
de Agregacién Plaquetaria y Pactor Inhibidor de 1a Formncién
de Tosetas-BAC, se ouede llegar a las sisuientes conclusio—

nes?
1.

3

2n la enfermedad de Artritis reumatoide juvemil y -
Dermatopoliomiositis se deteminé que posidlemente
existe una correlecién entre la actividsd del vade-
oisiento y 1a concentmacién de complejos inmmnes e
suero, debido a la mayor concentreoién de complejos
inmunes en la etapa activa de la enfermedad.

3n Iunus eritesatoso sistimico, adn en su etave clf
nioa insotiva fué posible cuantificar niveles altos
de complejos inmunes en suero, que sodbrepassn los -
niveles noraales en ambas pruebas. Asf tanbtifn an
la enfermedad de Veder Christisn, @ la sue no se -
habfan reportado comovlejos insunes en miestro estu-
dio se vudo presusir su presencia.

Los aftodos empleados en este estudio tuvierom lss
carmoteristicas de ser sensidtles: Prueda de Agrege-
oién plaquetaria, sensidilidad de 3.78 pg/al de 1g6
agregada por calor detectada y en la Prueba del Pag
tor inhibidor de la formacién de rosetss-3AC + SOF
de inhibicidn con 2 ag/ml de 1gé agregada vor calor,
confiadles y por el voco tiampo que consuaen, sdli-
cables a la clinica diaria. Lo que pemitinf deter
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sinar complejos inmunes en suero de vacientes con -~
pecha de enf dad sutoi ¥ taabifn syudard
al médico o un sejor entendimiento 4el curso de la

enfermedad, estimando ad 4 te 1a teradia
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