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INTRODUCCION.

A pesar de la frecuencia de las reacciones alérgicas de-
bidas a drogas se conoce poco acerca de su mecanismo. Las tec-
nicas in vitro hasta hoy descritas para determinar la alergia a -
drogas (1-6) son poco aceptadas por su falta de sensibilidad y la
escasa relacién que guardan con los sindromes clinicos, de tal
modo que resulta dificil poder utilizarlas como un método de ru-
tina en la bisqueda y cuantificacién de los anticuerpos involucra-

dos.

Entre las principales dificultades para determinar la -
existencia de un estado de hipersensibilidad a drogas tenemos la
gran diversidad de respuestas tanto clinicas como inmunolégicas
qué pueden ser observadas, asi como el hecho de que generalmen
te el grado de sensibilizacion de los individuos es débil o modera
do. Por estas razones son necesarias técnicas muy sensibles que

permitan determinar varios pardmetros inmunolégicos.

Para estudiar y comprender los mecanismos que inter--
vienen en las reacciones alérgicas es importante también el cono
cimiento de la inmunoquimica de las drogas, sus metabolitos y -

productos de degradacién, ya que por ejemplo en el caso de sulfo



-namidas, aspirinas, barbitiricos, etc. se supone que sus produc
tos de degradacion o metabolitos unidos a proteinas son los respon

sables de la sensibilizacidn (7).

Recientemente se han tenido evidencias que la penicilina
al ser administrada a los pacientes, sufre cambios produciéndose
distintos determinantes hapténicos los cuales debido-a su bajo pe-
so molecular no inducen por si solos una reaccion inmunoldgica, pe
ro que combinados a proteinas tisulares a través de uniones cova--
lentes, forman un conjugado proteiha-hapteno el cual es capdz de -
inducir la formacion de anticuerpos v en la mayoria de los casos -
causar la reaccién alérgica. También se ha encontrado que la pre-
sencia de impurezas de alto peso molecular en la preparacion de pe
nicili_na semi-sintética forman polimeros que pueden inducir la res

puesta inmune (8).

De los determinantes hapténicos que se producen a partir
de la penicilina el grupo peniciloilo es el que se forma en mayor -
propoxcidn (aproximadamente el 95%) y en la mayoria de los casos
es el prfincipal responsable de la sensibilidad a ésta droga. In vivo_
probablemente éste. determinante o el dcido penicilénico se acoplan

con las proteihas tisulares.

"En la alergia a drogas se ha demostrado la preséncia de



anticuerpos no solo IgE (homocitotropa) sino también 1gG (hetero-
citotropa) e IgM lo que ocasiona grandes variaciones en las res--

puestas clinicas e inmunolégicas observadas (9).

Ishizaka y col. (10) han reportado que la IgG tiene la ca-
pacidad de unirse a neutréfilos y macrofagos y que ésta reaccion
no ocasiona la liberacion de histam’ina aunqué si destruye a la cé
lula. Esta inmunoglobulina también se encuentra sobre las célu-
las cebadas solo que en mucho menor proporcién que la IgE, lo
que sugiere que &stos anticuerpos bloqueadores no compiten con
las moléculas de IgE por el alergeno a nivel celular. Por otra -
parte, la IgE se fija a la célula cebada o al basdfilo y una vez que
reacciona con el alergeno causa su desgranulacion sin destruirla,
con la consecuente liberacion de substancias vasoactivas como la
histamina y la serotonina que son las responsables de la sintoma
tologia alérgica del paciente. La cantidad de histamina liberada
por la célula cebada es de aproximadamente 3.2 a 4.6 picogra-

mos (11).

La presencia de la IgE unida a receptores sobre células
cebadas es un prerrequisito para el desarrollo de la hipersensibi
~lidad inmediata. Las aminas vasoactivas liberadas producen ana-

filaxia local en piel y mucosas de recubrimiento, a través de me-



-canismos. mediados por otros factores que posiblemente no estdn

relacionados con el sistema inmune del individuo.

Recjentemente han sido desarrolladas varias técnicas in vi-
E e in vitro para determinar la presencia de anticuerpos anti-dro
ga basadas en las diferentes propiedades de las inmunoglobulinas
por ejemplo en la propiedad de la inmunoglobulina G o de la E de
sensibilizar por su fragmento Fc tejido heterdlogo u homdlogo res
pectivamente; la de unirse a basdfilos, la de reaccionar con bacf_e_z
ridfagos modificados por la presencia de antigeno o la combinacicn

de dichos anticuerpos con particulas de sepharosa, etc.

Entre las pruebas in vivo se ha utilizado la transferencia
pasiva en humanos para la determinacién de inmunoglobulina E -
(prueba de Praunitz-Kiustner). Esta prueba tiene el inconveniente
de transmitir enfermedades al receptor sano, y cuando se realiza
en ‘a'nimales como el mono, resulta muy costosa y poco sensible.
La transferencia pasiva de suero humano a animales tales como
el cobayo solo detecta la presencia de inmunoglobulina G, la cual

rara vez se encuentra en grandes cantidades en éste tipo de aler-

gias y puede no correlacionar con la reaccidn clinica del paciente.

La prueba cutdnea muy utilizada para el diagnéstico de -
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la alergia a medicamentos corre el riesgo de sensibilizar al pacien
te vy el de producir reacciones sistémicas en los individuos altamen
te sensibilizados; ademds generalmente solo un pequefio porcentaje

de éstos pacientes muestran una prueba cutdnea positiva.

Entre las pruebas in vitro para detectar la alergia a medi
camentos tenemos la hemaglutinacién pasivé por medio de eritfoc_i
tos sensibilizados en la cual un resultado negativo puede indicar que
los anticuerpos se encuentren en bajas concentraciones o bien que
se encuentren fijos a los tejidos en el momento de efectuar la prue-
ba y ademds en caso de que la prueba sea positiva puede indicar la

presencia de IgM, la cual no participa en la anafilaxia.

Se ha demostrado la presencia de anticuerpos reaginicos
sensibilizando pasivamente téj ido de pulmén humano con sueros
alérgicos y cuantificando la histamina liberada por las células ce-
badas al ponerse en contacto con el antigeno (12-15); Goodfriend y
col. (16) asi como Ishizaka y col. (11) han utilizado tejido de mono
en lugar de tejido humano. Por otra parte Van Arsdel y Sells (17)
e Ishizéka y col, (10) han determinado la presencia de inmunoglo-

bulina E por sensibilizacién de leucocitos.

. Basandose en la propiedad heterocitotropa de la inmuno-

globuliﬁa GyNielsen (18) sensibilizé pasivamente ifeon de cobayo



y determind la magnitud de la respuesta por la técnica de Schultz-
Dale encontrando una cantidad de anticuerpo sensibilizante del orden

de 0.014 mg/ml. para la ovoalbimina.

L.as observaciones de Shelley y Juhlin (19) demuestran la
existencia de anticuerpos del tipo IgE por medio de la sensibiliza-
cién de basdfilos de conejo, los cuales en presencia del antigeno
presentan alteraciones tipicas de los grdnulos intracelulares con
liberacion de histamina. Estos estudios sirvieron de base a Denise
y col. (‘20) para estudiar la desgranulacion de basdfilos en alergia a
varios medicamentos (aspirina, antibidticos, antipiréticos, analgé

sicos, anti-inflamatorios, etc.)

La inmunofluorescencia ha sido utilizada ampliamente en
el estudio de las enfermedades autoinmunes, en la identificacion -
de células formadoras de anticuerpos y en la determinacion de com

plejos antigeno-anticuerpo depositados eh drganos o tejidos.

La técnica denominada RAST (Radioallergosorbent technique)
usa alergeno unido a una fase sélida ‘y se hace reaccionar con el sue-
ro que cobtiene la reagina alérgica; despué€s de varios lavados se po
ne en con?:acto con una anti-IgE marcada radicactivamente. Se eli--

mina el material en exceso y se mide la radioactividad del complejo

formado.



Las técnicas de radioactividad han tenido aplicacion en la
alergia a drogas y se han utilizado entre otras para autorradiogra-
fia determinando asi los sitios de combinacién en los diferentes ti-

pos de cé€lulas para las distintas inmunoglobulinas.

Makela (21) yHaimovich y Sela (22) han reportado una téc A
nica muy sensible para determinar conceﬁtraciones extremadamen |
te bajas de anticuerpos IgE, IgG e IgM y que estd basada en la -
inactivacion por anticuerpos especificos de fagos que han sido mo-

dificados por el acoplamiento de drogas.

Otra de las pruebas utilizadas es la inhibicidﬁ de la migra
cién de:los‘leucocitos obtenidos de sangre periférica del paciente
alérgicé en que se ha demostrado inhibicién de la migracién al po-
ner las células en contacto con el antigeno especifico (23) en dife-
rentes condiciones alérgicas como enfermedades autoinmunes, en

alergias a drogas y a los alimentos.

En un gran nimero de reacciones a drogas aparecen ma-
nifestaciones clinicas como exantemas y eritemas maculopapulares
considefadas hoy dia como expresiones de reaccidn de tipo tardio
generalizado (24). Halpern y col. (25) han encontrado una relacion

estrecha entre la prueba de estimulacion de linfocitos y las mani-

festaciones clinicas.



La formacion de rosetas que se observa al incubar las cé
lulas senéibilizadas con los globulos rojos de carnero recubiertos
con el antigeno especrficé, sugiere que los linfocitos involucrados
pueden sér linfocitos T y por lo tanto responsables de la hipersen

sibilidad tardia.

Se ha reportado en la alergia a drogas el desarrollo de hi
persensibilidad tanto humoral como tardia por lo que se ha consi-
derado a la prueba de inhibicién de la migracién de los leucocitos
como una técnjca (til para ayuda en el diagndstico de la alergia a

la penicilina.

El presente trabajo tiene por objeto determinar la presen
cia del factor inhjbidor de la migracién (MIF) en la sangre circu-
lante de los pacientes alérgicos a la penicilina y su posible rela-
cién con la inmunoglobulina determinada por medio de la inacti-

vacion del bacteriéfago T4 modificado con penicilina.



MATERIAL Y METODOS.

Medio liquido de Luria.

Bacto-triptona 10.0g
Extracto de levadura ' 5.0g
Cloruro de sodio 0.5¢
Agua destilada 1 Ie

Calentar hasta la completa disolucidn y ajustar el pH a
7.0 con NaOH 1 M. Esterilizar durante 30 minutos a 15 libras de
pre’sidn y posteriormente agregar 10 ml de una solucion estéril

de glucosa al 209,. Este medio sirve de base a los siguientes:

Medio sélido de Luria. Para las cajas de agar se afiaden

13 g de agar por litro de medio liquido de Luria.

Agar blando de Luria. El agar blando fué preparado agre
gando 7 g de agar por cada litro de medio liquido de Luria.

Determinacion de proteina. Se determiné el contenido de

proteina en la globulina gamma por la técnica de Lowry y col.(26).

Escherichia coli. La cepa de E.coli B fu¢ obtenida de la

coleccion del Depto. de Ecologia Humana de la Facultad de Medici-

na, UNAM.



Bacteriofago T4. El bacteriéfago fué proporcionado por el

Depto.de Ecologia Humana, Facultad de Medicina, UNAM.

Pacientes alérgicos. Se obtuvieron leucocitos y suero de

pacientes con antecedentes clihicos de hipersensibilidad a penicili-
na, todos con una previa reaccion cutdnea positiva de tipo inmedia

to al antibidtico.

Individuos controles. Se utilizaron como control suero y

leucocitos de pacientes con fiebre reumdtica que habian sido tra-
tados con penicilina por largo tiempo y que nunca mostraron ma-
nifestaciones alérgicas y de individuos sin antecedentes de reaccio

nes de hipersensibilidad al antibidtico.

. Prueba cutdnea. Las pruebas cutdneas fueron realizadas

en un hospital con las precauciones apropiadas; se llevaron a ca-
bo por éscarificacién usando de 2 a 100 unidades de penicilina G.
L.as pruebas fueron efectuadas de 3 semanas a 2 meses antes del
presente trabajo. Las reacciones fueron observadas por 30 minu-
tos aunque la reaccion caracterizada por eritema y edema gene--

ralmente fué positiva dentro de los primeros 5 minutos.

. Preparacion del antfgeno.' Se prepard una solucidn de

330 mg ide globulina gamma humana (Hyland) en 10 ml de una so-
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-lucion amortiguadora de carbonatos de pH 9.0; posteriormente se
agregé gota a gota y en agitacion constante una solucién que conte-
nia 330 mg de penicilina G, sal sédica cristalizada de 106 U (Lake
side) disueltos en 6.5 ml del mismo amortiguador de carbonatos.
Se incub6 en bafio maria a 37 °C con agitacién continua durante 24
horas y después se dializ6 a 4°C contra un amortiguador de fosfa-
tos de pH 7.0, haciendo varios cambios de la solucién hasta la eli
minacién del carbonato. El antigeno utilizado en nuestros estudios
contenia 28 mg de inmunoglobulina por ml y 21.8 moles de penici
lina por mol. de globulina gamma. Para demostrar que la conju-
gacion de la globulina gamma con la penicilina se ha llevado a ca
bo, se efectud un estudio electroforético (27) de la globulina gamma
utilizada para preparar el antigeno y del conjugado globulina gamma-

penicilina.

Determinacién de grupos peniciloilo. La determinacidn

se efectub utilizando un método basado en la observacion de  --
Woodward y col. (28) del desarrollo de un mdximo de absorcion

a 282 mu, cuando se agrega HgCl2 a soluciones alcohdlicas peni-
ciladas. iLevine (29) sugirié que éste efecto podia aplicarse al and
lisis de ;proteiha-peniciloil y Parker y col. (3) desarrollaron el

siguiente procedimiento.



Titulacién preliminar: Colocar en una celdilla del espec- .
trofotémetro 1 ml de la solucién problema conteniendo aproxima-
damente de 2a 5 x 1075 meq de peniciloil y adicionar a diferen-
tes tiempos pequefias cantidades de 0.01 a 0.02 ml de una solucidn
recien preparada de HgClg 2.58 x 1004 M. Mezclar rdpidamente
y dejar reposar de 1 a 3 minufos. Después de cada adicién leer a -
282 mu. (Cuando existe un exceso de HgCl la absorbancia no cam
bia 6 puede inclusive disminuir mds de lo esperado debido a un -

cambio en volumen).

Segunda titulacion: Se procede en igual forma para una se
gunda titulacién solo que en esta ocasién se utiliza 1 ml de la solu
cién pfoblema con un volumen inicjal de la solucién de HgCly que
contenéa 0.02 ml menos del que se usé en la primera titulacién.
A confinuacién se adicionan volumenes de 0.01 ml de Hg Cl,, has

ta que se obtenga claramente el punto final de la reaccién.

Prueba de inhibicién de la migracién. Para su realizacién

se separaron los leucocitos de 20 ml de sangre periférica del pa-
, ciente,% por el método de Wolfson y col. (30) y se lavaron 3 veces
con sojlucién balanceada de Hanks (BSS). Las células se resuspen
dieron en medio RPMI y se ajustaron a una concentracién de 30 x

100 células /ml. La suspensién celular fué introducida en tubos
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cépilares y las células sedimentadas por centrifugacion durante 3
minutos a 400 rpm; el tubo capilar ée corté en la interfase céltﬂas-
liquido y el trozo de capilar que contiene las células se expuso al
antigeno dentro de una cdmara especial de Bloom. En ensayos
preliminares se utilizaron dosis de 100 a 500 ug/ml de globulina
gamma-penicilina, encontrandose resultados 6ptimos con una con-
centracion de- 100 ug/ml. La prueba de inhibicidn de la migracion
de los leucocitos fué reportada en por ciento y se calcul6 en la si-
guiente forma:

% de inhibicion area promedio de la migracién con Ag

=]- X 100
de la migracion area promedio de la migracién sin Ag

Sensibilizacién pasiva de leucocitos de individuos no aler-

gicos a penicilina. La sensibilizacién pasiva de leucocitos de sujetos

no alérgicos fué hecha para demostrar que el factor responsable de
la inhibicion de la migracion de los leucocitos de individuos alergi-
cos a pehicilina, estaba presente en el suero. Para efectuar esta
prueba evl‘ suero de pacientes alérgicos o de controles fué inactiva-
do a 56 °C durante 60 minutos y diluido 1:2 o 1:4. Posteriormente
fué incubédo en voltimenes de 1 ml con 30 x 100 leucocitos norma-
les/ml durante 60 minutos a 37C. Después de la incubacion los leu

i
cocitos fueron lavados 3 veces con BSS, empacados por centrifuga-
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-cion en tubos capilares y expuestos al antigeno como se describi6

previamente.

Prueba inversa de la inhibicién de la migracion de leuco-

citos pasivamente sensibilizados. Esta prueba fué efectuada en los

sueros de individuos alérgicos a la penicilina y tuvo por objeto es-
tudiar si la inhibicién de la migracion podia ser bloqueada por el

hapteno.

Esta prueba fué llevada a cabo incubando los sueros de los
individuos alérgicos, con 1 000 a 5 000 unidades de penicilina G, du
rante 60 minutos. a 37 C. Los sueros asji tratados, se adicionaron
sobre leucocitos normales para estudiar si todavia conservaban su
capacidad sensibilizante. Posteriormente se ensayaron para deter-
minar si se inhibja la migracion de estos leucocitos al adicionar an

tigeno, tal como se describié anteriormente.

Prueba de la inactivacién del bacteriéfago T4. La determi-

nacién de anticuerpos contra penicilina por medio de la inactivacidn
del bacteridfago T4 acoplado a penicilina, se efectud por la técnica
de Haimovich y col. (22). Esta técnica es muy sensible y puede de-
terminar‘ muy bajas concentraciones de inmunoglobulinas (0.5a 2.0

ng) (31).
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Determinacién del nimero de fagos: Se prepara un cultivo

de 18 hr de E.coli B en 10 ml de medio liquido de Luuria. Se toma

0.1 ml del cultivo y se coloca en un matrdz estéril que contiene

10 ml de medio liquido de Luria. Se incuba por 1 hr a 37 C en bafio
Maria con agitacion. A continuacién se centrifuga el cultivo a 1 500
rpm durante 10 minutos y sé desecha el sobrenadante; la bacteria
sedimentada se resuspende en la décima parte de su volimen origi

nal (1ml).

Por separado se colocan en un tubo estéril 0.1 ml del fago
y se agregan 2 gotas de la bacteria resuspendida. Se incuba a 42C
por 1 a 2 minutos y se agregan 2.5 ml de agar blando de Luria pre
viamente fundido a 15 libras de presion y manteniendo a 42°C. Se -
agita suavemente y se vierte la mezcla sobre una caja de Petri que
contiene medio sdlido de Luria. Para mezclar bien la bacteria y el
virus y efectuar una distribucién uniforme sobre la superficie del -
agar se rota la placa suavemente, se deja solidificar y se incuba en
una estufa a 37°C durante 24 hr. Cuando el fago infecta a la bacteria
la lisa d¢ tal forma que se puede determinar el nimero de colonias
del fago por medio de la formacién de pequefias areas circulares de

lisis sobre la pelicula de crecimiento bacteriano.

Preparacion de una solucién con elevado titulo de fago: Se
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efectda un plaqueo por duplicado en la forma anteriormente mencio
nada, utilizando el fago a una concentracion de 104, de manera que
las placas de lisis casi sean confluentes. El cultivo asi preparado

se deja crecer por 4 a 5 horas.

En un matrdaz nefalométrico, se colocan 20 ml de medio
liquido de Luria y se adicionan 0.2 ml del cultivo de 1 hr de E.coli
B utilizado para el plaqueo. La mezcla se incuba en baiio Maria a
37C con agitacidﬁ suave por aproximadamente 1 hora, hasta obte-
ner un crecimiento en fase logaritmica de 5 x 108 bacterias. La de
terminacion del nimero de bacterias se mide por medio de un foto-
colorimetro o un nefelémetro. En seguida el cultivo bacteriano se
inocula con una cantidad suficiente de fagos recien crecidos (del -
que se preparé en 4 6 5 hr) y se incuba en bafio Maria a 37°C con
agitacion contihua hasta que la bacteria sea lisada (5 a 6 hr). Pos-
teriormente para lisar la bacteria no infectada, se adiciona al cul
tivo 1 ml de cloroformo y se deja 15 minutos a temperatura ambien
te; se centrifuga durante 15 minutos a 4 000 rpm; sé separa el so-
brenadante, se esteriliza por filtracion y se titula la concentracidn

de fago/ml obtenida.

- Titulacion de bacteridfago: Para titular el fago se efectdan

diferentes diluciones del sobrenadante obtenido después del trata-
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-miento con cloroformo usando para el caso el mismo medio de -
Luria; por ejemplo: 10'2, 10'4, ]0”6, 10'7, 1078, Con las 3 ulti-
mas diluciones se efectia por duplicado un plaqueo en la forma ya
mencionada, y se deja incubar 24 hr a 37°C. Al dia siguiente se -
cuentan las colonias de fago obtenidas y se calcula el titulo, consi

derando tanto la dilucién como la cantidad de fago utilizada.

Acoplamiento de la penicilina G al bacteriséfago T4: Aproxi
madamente 15 ml del cultivo anterior fueron dializados durante 2
dias contra un amortiguador de carbonatos 0.1 M de pH 9.5 reali--
zando cambios frecuentes. El material obtenido fué esterilizado por
filtracion y 10 ml de la solucién fueron tratados con 1 g de penicili-
na G disuelta en 2 ml del mismo amortiguador de carbonatos (100
mg/ml de bacteriéfagos). La adicion fué realizada gota a gota con
agitacion continua. Una vez que la penicilina fué adicionada se in-
cub6 en bafio Maria a 37 C durante 24 horas continuando la agita-
cién. La solucién se dializo nuevamente, pero ahora contra un amor
tiguador de fosfatos 0.05 M de pH 7.0. Durante el acoplamiento -
gran parte de los bacteridfagos se inactiva y el titulo suele caer -
hasta un'10% del valor inicial. El material obtenido se esteriliz6
por filtré\cién y se titulé nuevamente utilizando como diluyente el -

amortigdador de fosfatos. Generalmente el titulo obtenido después
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del acoplamiento fué de 1.5 x 10°

bacteriéfagos/ml. El fago control
fué procesado exactamente igual que el fago modificado, solo que no

se traté con penicilina.

Determinacion de anticuerpos por medio de la inactivacion

del fago modificado. Tanto el fago combinado con penicilina, como

el fago control fueron diluidos a una concentracién capaz de produ--
cir 200 a 400 placas de lisis. Los sueros utilizados fueron diluidos
1:5 con solucidn salina estéril y ensayados antes y después de ser -
inactivados. La inactivacion fué realizada durante 5 hr a 56 C. Para
la prueba se colocé en un tubo estéril 0.1 ml del fago penicilinado y
0.4 ml del suero diluido. La mezcla fué incubada a 37 C durante -
Shry postériormente plaqueadas por duplicado e incubadas a 37°C

por 24 hr. Se determind el nimero de colonias de fago no inactivadas.

El control de cada uno de los sueros ensayados fué prepa-
rado en igual forma, solo que se substituyo el fago penicilinado por
un fago no modificado. También se incluyé un control de fago cuyo
titulo correspondia al 100 de fago, 0 séa a un (% de inactivacién y’
que consisfira de 0.4 ml de medio liquido de Luria en lugar del suero
diluido bajd ensayo.

El nimero obtenide de placas de lisis, se relaciond al de
|
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placas por ml y después a por ciento, considerando el control del
fago como 100%. La diferencia entre 100 y el por ciento de placas
nos indica el por ciento de inhibicién. El por ciento de inactivéci.én
real del fago, se obtiene restando el por ciento de inhibicion _del
fago control del por ciento de inhibicién del fago-penicilinado.

*

Inhibicién de la inactivacion del bacteriéfago T4 . Esta

prueba se efectud con el objeto de determinar si €l factor que in-
terviene en la inhibicién del fago-penicilina es una inmunoglobuli
na o bien si es un factor diferente. Para ello se trat6 previamen
te el suero en estudio con cantidades variables de penicilina -
(20, 000U, 2,000U, 200U, 20U, 2U, 0.2U, 0.02U). Experimental
mente las concentraciones de 20,000U y 2,000U inhibieron el cre
cim iento de la bacteria por lo que en estudios subsecuentes solo
se utilizaron las concentraciones inferiores de 20U. La reaccién
se llevé a cabo por incubacion a 37C de 0.4 ml del suero inacti-
vado y diluido 1:4 con 0.1 ml de las diferentes diluciones‘ de peni
cilina durante 2 hr. A continuacion la mezcla se coloc6 a 4C du-
rante ]8 hr y posteriormente se efectud la prueba de inactivacién
del bactjeriéfago utilizando 0.4 ml del suero tratado con penicilina

v 0.1 rﬂl del fago penicilinado.



Andlisis estadistico. Se utilizé la prueba de Fisher's

para determinar la homogenicidad de las varianzas entre grupos.
Cuando €éstas variaciones fueron homogéneas, se aplicé la prueba

t de Student Fisher's (32) para estimar la significancia entre las

medias.

En cambio cuando las varianzas fueron heterogéneas la
prueba utilizada fué la de U de Mann?Whitney‘s (33) para estimar

la significancia de esas diferencias.
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RESULTADOS.

Movilidad electroforética de la globulina gamma-penici-

lina. Los estudios realizados por electroforésis muestran cambios
en la movilidad entre la globulina gamma sola y el complejo globu-
lina gamma-penicilina, lo que indica que la penicilina se ha combi
nado a la molécula protéica y al hacerlo ha modificado la carga de

1a globulina (Fig. 1).

Determinacidn del nimero de grupos peniciloilo por mol

de globulina gamma. Se titularon 0.5 ml de la muestra (28 mg/ml

de proteina) diluida 1:50, con la solucién 2.58 x 1074 M de HgCls.
Como pliede observarse en la Tabla I 0.09 ml de HgCly fueron su-
ficiente para obtener una mdxima absorcion. Para determinar las
moles de penicilina se efectuaron los siguientes cdlculos: como so
lo se utilizaron 0.5 ml de la muestra diluida 1:50, multiplicamos
0.09 por 100 paré obtener €l resultado en ml y por 1000 para cal-
cular la molaridad. Si un litro contiene 2.58 x 1074 M de HgCly
en 9 litros tenemos 0.2322 x 1072 moles y ya que una mol de Hg
es igual ia 1.6 moles de penicilina, el conjugado contiene 0.37152

x 1072 mioles de penicilina /1t.

| Si el peso molecular de la inmunoglobulina es de -
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156,000, las moles por litro a que corresponden los 28 mg/ml del
antigeno es de 0.17 x 1073 moles/lt. La relacidon entre las moles de
penicilina y las moles de inmunoglobulina nos indica que el antigeno

contenia 21.8 moles de penicilina por mol de globulina gamma.

Factor inhibidor de la migracién de leucocitos periféricos

(MIF). Los leucocitos de individuos alérgicos a penicilina son inhi-
bidos en su migracién cuando se ponen en contacto con el antigeno
globulina gamma-penicilina. Sin embargo los leucocitos de estos pa
cientes migran normalmente cuando se utiliza a la misma concentra
cion la globulina gamma sola (Fig.2). Los valores obtenidos pueden
apreciarse tanto en la Tabla II como en la Fig. 3. Se observaron al
gunas diferencias cuando se compararon estos resultados con los
obtenidos por medio de la prueba cutdnea de 22 individuos clinica-
mente alérgicos a penicilina, todos dieron prueba cutdnea positiva

mientras que la prueba de inhibicion de la migracion de los leucoci

tos (MIF) fué positiva en el 68%.

Ninguno de los individuos no alérgicos a la penicilina dié

positivo los estudios de inhibicién de la migracidn in vitro, a pesar

de que 5 de estos pacientes habian estado en continuo tratamiento
con la droga por espacio de 2 afios o mds.
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Inhibicién de la migracion de leucocitos de individuos no

alérgicos sensibijlizados pasivamente con suero de pacientes alér-

gicos MIF pasivo. La migracién de los leucocitos de individuos no

alérgicos a penicilina que fueron tratados con sueros de individuos
alérgicos,fué inhibida al adicionar 100 ug de globulina gamma-peni
cilina (Tabla III). Uno de los éueros ensayados de un individuo cli- 7
nicamente alérgico a penicilina dié resultado negativo, perola --
prueba cutdnea fué también negativa. Por otro lado el suero de in-
dividuos controles no alérgicos a penicilina, no fué€ capaz de sen-

sibilizar los leucocitos normales de individuos no alérgicos.

Inhibicién por hapteno del factor sensibilizante de los

leucocitos en la prueba pasiva de migracién leucocitaria. No se

observé inhibicidn en la migracién cuando se agregé previamente
penicilina G, en dosis variables de 1,000 a 5,000 unidades a 1 ml
de suero que previamente habia sensibilizado y por tanto inhibido
la migracic‘m de leucocitos normales de individuos no alérgicos.
Los leucocitos sensibilizados en estos sueros tratados previamen
te con penicilina, se comportaron como leucocitos de individuos

no alérgicos (Tabla 1V).

Determinacion de anticuerpos a penicilina por medio de -

la inacti\}acién del bacteridfago T4-penicilina. Como puede obser
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-varse en la Tabla V, los sueros calentados 6 sin calentar de pa--
cientes aiérgicos a penicilina, contenian anticuerpos contra el an-
tibidtico. La inactivacién del fagospenicilina por éstos sueros vario
desde 17.5% hasta 92.5%; por otra parte en los controles se obtu-

vieron valores de (0% a 10.9%.

En la Figura 4 vemos que los valores de 1os 18 sueros no
calentados de pacientes alérgicos o no alérgicos a penicilina, alcan
zaron cifras ‘ligerafnen‘te mayores que la de los 19 sueros calenté—

" dos. El 55% de las muestras no calentadas inactivaron mds del 509
del fago-penicilina, en comparacion con el 36. 8% observado en los
sueros calentados. En el 22. 29 de los casos (4) el valor fué inver-
tido y solo en el 11.1% (2) el valor de los sueros tanto calentados -
como no calentados fué€ igual. Por otra parte, los sueros de indivi-

duos normales inactivaron el fago-penicilina en menos de 10.9% .

Comparacion entre la prueba de MIF pasivo y la inacti-

vacién del fago-penicilina. En la Tabla VI se muestra una compa-

racion de los resultados obtenidos con los sueros de individuos alér

gicos usar;do la prueba de MIF pasivo y la inactivacion del fago -
~tanto en lés sueros calentados como en los no calentadosr. En los

sueros cor}troles de individuos no alérgicos a penicilina cuyo MIF

pasivo fué;negativo, la inactivacion del fago fué inferjor al 10.9%.
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Por el contrario los sueros de pacientes no alérgicos a la
penicilina cuya prueba de MIF directo era negativa, pero que habian
estado con un tratamiento continuado por largo tiempo con el antibio
tico inactivaron el fago-penicilina. El grado de inactivacién fué com
parable al observado con los suerosi que tenian una prueba de MIF -

pasivo positiva (>18.9%).

Inhibjcién por hapteno de la inactivacion del bacteridfago

T4-penicilina. En estudios preliminares se determing la cantidad
de penicilina que no inhibe el sistema. Para el caso un suero de un
sujeto alérgico fué tratado con cantidades variables de hapteno y
como lo muestra la Tabla VII, concentraciones superiores a 2,000U
inhibieron el crecimiento de la bacteria E.coli B. Sin embargo usaé
do concentraciones menores de 2 U se obtuvo la inhibicién total del
anticuerpo anti-penicilina. Debido a ésta razdn en estudios sucesi-
vos se utilizaron concentraciones que variaron desde 20 U hasta -

0.02 U.

Los resultados del efecto del tratamiento de los sueros
con penic%ilina, se encuentran recopilados en la Tabla VIII. Deré -
sueros cén MIF positivo solo 3 fueron inhibidos cuando se trataron
con las cantidades de penicilina antes mencionadas. En otro de los

casos sejobservd una inhibicion del 45% a una concentracién de hap-
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-teno de 0.02 U. Sin embargo, en lo que se refiere a los sueros con
pruebas ae MIF negativas, en 3 pacientes no alérgicos a la penicili-
na pero que se mantenian bajo tratamiento por lérgo tiempo con es-
ta droga, y los 3 controles normales, no se obtuvo ninguna inhibi-

cion de su efecto inactivante del bactericfago.



DISCUSION

El método de la inhibicion de la migracién de los leucoci-
tos en éste estudio, ha demostrado ser una técnica relativamente
facil, prdctica y util para el diagnéstico de alergia a la penicilina y
debido a su gran especificidad puede utilizarse en el diagnéstico de
otras manifestaciones alérgicas, sin exponer al paciente a riesgos

de sensibilizacién que implica la prueba cutdnea.

Aunque la técnica originalmente fué descrita para deter-
minar la hipersénsibilidad de tipo tardio, midiendo la inhibicién de
la migrécién de macrdfagos en cobayos sensibilizados (347), en el
sistema que nos ocupa, la inhibicién de la migracién de los leucoci
tos periféricos puede deberse a la presencia de complejos antigeno-
anticuerpo o a la de inmunoglobulinas citofilicas que se sabe tienen
éste efecto (35), puesto que la cant idad de macrofagos y monocitos
presentes en la sangre circulante es muy baja como para mostrar
un efecto‘ similar al observado en el sistema linfocito-macrdéfago -

del cobayb.

Nuestros resultados muestran que la prueba de MIF no re
quiere en:éste caso particular de células para afectar la inhibicion

de la migracién leucocitaria ya que el suero de los pacientes alérgi-
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-cos es capdz de sensibilizar leucocitos de individuos normales que
pueden posteriormente ser inhibidos en su migracién por el antige-
no. Este factor responsable es estable a la temperatura, resistien-

do el calentamiento a 56°C durante 60 minutos.

El hecho de que ésta reaccién pueda ser inhibida porla -
presencia del hapteno penicilina, indica la especificidad de la reac-

ci6én y apunta fuertemente su naturaleza inmunolégica.

La propiedad termoestable que tiene &ste factor o inmuno
globulina sugiere que se trate de una inmunoglobulina de la clase -
IgG.

La técnica de inhibicion de migracion leucocitaria mostré
una malyorj correlacion con los sihtomas clinhicos de los pacientes es-
tudiados que la técnica de inactvivacidn del fago penicilado. Esta dife
rencia en fesultados podria ser explicada en base a que la primera
mide tnicamente globulinas citotropas mientras que la segunda -
técnica mide globulinas tanto citotropas como no citotropas. Esto
ocaciona que el suero de sujetos sin antecedentes clinicos de aler-
gia al medicamento puedan inactivar el fago con penicilina, debido
a que el svero contiene inmunoglobulinas no involucradas en la sinto
matologia alérgica. Levin y col. (36) han reportado la presencia de

IgM, 1gG, 1IgA e IgE en el suero de recien nacidos y el de sus pro-
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-genitoras, sin que presentaran datos clinicos de alergia a penicili
na.

La inactivacion del bacteriéfago T4 sin penicilina por el
suero de sujetos tanto alérgicos como normales, mostré titulos de
inactivacion elevados, hecho que no se observé en los sujetos nor-
males cuando se usé el fago modificado por la penicilina. Este ha-
llazgo podria deberse a la presencia de anticuerpos contra el fago
debido posiblemente a la presencia de éste dltimo en E. coli. Infec
ciones por €ste microorganismo serian las responsables de la pre
sencia de anticuerpos anti-T4. Sin embargo es notable como al mo
dificar el fago por su unién con la penicilina adquiere otra especi-
ficidad y es inactivado solamente con los sueros de pacientes aler-
gicos a la penicilina, pero no con los controles normales. Es por
esta.causa que no se reportan los resultados en base a ‘mactivacio‘n
del fago control sino solamente inactivacidn del bacteriéfago-peni-
cilina,

La diferencia en la inactivacién del fago-penicilina entre
los sueros calentados y no calentados indican la presencia de un an
ticuerpo%termolébil, seguramente IgE, el cual se inactiva a 56C. _
La inact:ivacién del fago modificado por la penicilina al contacto con
el sueroi calentando durante 5 horas a 56°C demuestra la presencia

de anticuerpos termoresistentes como IgG, IgM 6 IgA.
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Lé cantidad de hapteno utilizada para inhibir el anticuer-
po en la prueba del fago-penicilina fué menor de 20 unidades. Esto
contrasta con la cantidad utilizada para bloquear la prueba de MIF.
Sin embargo es necesario considerar que en la prueba de MIF, los
leucocitos sensibilizados son lavados por lo que cualquier exceso
del antibictico es eliminado. En el caso del bloqueo del anticuerpo
para la prueba del fago, la cantidad de penicilina, aunque en baja
concentracién, se encuentra presente a lo largo de la duracidn de
la prueba. Sin embargo podemos indicar que la especificidad de la
prueba de MIF es evidente en éstos experimentos de bloqlieo con

hapteno.



CONCLUSIONES

Debido a que no existen técnicas sensibles y prdcticas pa
ra establecer un diagndstico en la alergia a medicamentos, se pro-
pone la prueba de MIF (factor inhibidor de la migracién de los leu- V
cocitos periféricos) como una técnica relativamente sencilla, util,
sensible y especifica para determinar en un momento dado la sensi
bilidad de un individuo a la droga sin exponerlo a riesgos como en

el caso de la prueba cutdanea.

Los leucocitos de los pacientes alérgicos a la penicilina
son inhibidos en su migracién cuando se exponen al antigeno (peni-
cilina-globulina gamma), hecho que no:se observé cuando los leu-
cocitos de individuos no alérgicos fueron expuestos al mismo anti’

geno.

Se estudiaron algunas caracteristicas del factor respon-
sable del MIF y se demostrd que no era necesaria la presencia de
las células, ya que es posible sensibilizar leucocitos de individuos

normales con el suero de pacientes alérgicos.

Este factor presente en el suero es una substancia ter--

moestable que resiste el calentamiento a 56 °C durante 5 horas.
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Se observé que los sueros de individuos alérgicos a peni-
cilina previamente tratados con el hapteno (penicilina G) fueron ca-
paces de inhibir la prueba que antes habia sido positiva, hecho que

implica la participacién de un anticuerpo.

Como método de comparacién en la determinacion de anti-
cuerpos anti-penicilina presentes en los sueros en estudio, se utili-
z6 la técnica de inactivacion del bacteriéfago T 4-penicilina, encon-
trando por ésta prueba valores positivos tanto para los sueros de
pacientes alérgicos a penicilina como de individuos no alérgicos pe-
ro bajo tratamiento con €ste medicamento por largo tiempo; en cam
bio los sujetos normales que no han recibido el medicamento por
lo menos durante los dos dltimos afios antes del estudio dieron re-

sultados negativos.

La inhibicién de la inactivacion del bacteriéfago solo se
llevs a cabo en 3 de los sueros estudiados lo que podria sugerir que

por ésta técnica se determinan anticuerpos de diferentes tipos.
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TABLA 1

DETERMINACION DE GRUPOS PENICILOIL.O POR MOLECULA

DE GLOBULINA GAMMA

Volumen Primera Segunda
adicionado titulacién titulacidn
0.01 ml 0.450 - - -
©0.02 ml 0.557 ---
0.03 ml 0.670 ---
0.04 ml 0.780 ---
0.05 ml 0.900‘ - - -
0.06 ml 0.980 - 0.940
0.07 ml 1.050 1.020
0.08 ml 1.090 1.040
0.09 ml 1.100 1.050
0.10 ml 1.100 . 1.050
0.11 ml 1.100 1.050
0.12 ml 1.00 - ' 1.040
0.13 ml 1.070 1.030

La lectura inicial de 0.5 ml de 1a muestra diluida 1:50 y adicionada de 1.5
ml de agua destilada fué de 0.323 en la primera titulacion y de 0.324 para
la segunda. Estas lecturas se efectuaron a 282 mu.



TABLA 1I

ot T - "PRUEBA DE INHIBICION DE LA MIGRACION EN LEUCOCITOS PERIFERICOS DE

INDIVIDUOS ALERGICOS O NO ALERGICOS A PENICILINA

Manifestaciones clinicas Pruebas de inhibicién de la migracién Prueba cutdnea
positivo/total positivo/total

Reaccidn anafildctica 10 /15 13 /13

Prueba cutdnea positiva 5/7 777

Pacientes de fiebre reumdtica

no alérgicos 0/ 5 , NSH?

Individuos no alérgicos 0/10 - NSH

a) N SH no se hizo



TABLA IiI

SENSIBILIZACION PASIVA DE LEUCOCITOS PERIFERICOS DE INDIVIDUOS
NO ALERGICOS CON SUERO DE INDIVIDUOS ALERGICOS O NO ALERGICOS

A PENICILINA

Prueba? MIF pasivoP  Promedio inhibicion
Grupo cutdnea %, inhibicion de migracioniE. E.
Pacientes alérgicos
1 + 55.5
2 + 80.4
3 + 25.0
4 + 46.5
5 Neg 20.0
6 NSH 27.0
7 NSH 32.0
8 + 50.0
9 + 20.0
10 + 31.0 :
11 + 31.0 38.0 T 5.5€
Individuos
no alérgicos
1 Neg 15.5
2 Neg 9.0
3 Neg 8.6
4 Neg 13.3
5 Neg 8.0
6 Neg 1.0
7 Neg 4.0 8.5% 1.9

a) La prueba cutdnea fué efectuada por escarificacion de la piel con 2 a 100
unidades de penicilina G.

b) Leucocitos de ir‘ldividuos no alérgicos fueron sensibilizados con el suero
alérgico, lavados 3 veces con Hanks' BSS y finalmente puestos en contacto
con el anti‘geno :

c) El valor P determmado por la prueba de Mann-Whitey's (2D.E.) fué de
0.002



TABLA 1V

INHIBICION POR HAPTENO DEL FACTOR SENSIBILIZANTE PRESENTE EN LOS SUEROS DE

INDIVIDUOS ALERGICOS A PENICILINA®

Prueba de inhibicion de la migracién pasiva

Sueros Suero no tratadob Suero tratado®
positivo/total promedio migracion positivo/total promedio migracidn pd
+ E E +E E -
Alérgicos a 5/5 31.6 + 5.1 0/5 12.6 t 3.1 <0.02
penicilina

No alérgicos a
penicilina 0/5 8.2%1 1.5 0/5 6.1% 1.5 >0.3

a) El suero fué obtenido de individuos clinicamente alérgicos a penicilina con una pruba de inhibicién de la
migracién positiva o de individuos no alérgicos con una prueba de inhibicién de la migracién negativa.

b) Suero de individuos alérgicos o no alérgicos a penicilina previamente inactivados a 56 C por 60 minutos
fueron incubados con leucocitos obtenidos de individuos normales no alérgicos (ver material y métodos)

c) El suero inactivado fué incubado con penicilina G por 60 minutos a 37 C, antes de la sensibilizacién de
leucocitos normales obtenidos de individuos no alérgicos a penicilina.
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TABLA V

DETERMINACION DE ANTICUERPOS A PENICILINA POR MEDIO DE LA

INACTIVACION BACTERIOFAGO T 4~ PENICILINA.

Sueros No calentados Callentados‘rjl Diferenciab
Alérgicos 65.1 53.8 11.3
44,2 44.8 0
38.2 47.8 *
80.7 61.5 19.2
NSHE . 60. 4 - -
28.6 18.9 9.7
69.2 26.6 42.6
29.5 29.1 0
72.7 64.7 8.0
No alérgicos 85.1 88.0 *
46.0 44.0 2.0
17.5 27.5 *
49.3 35.1 14.2
70.5 25.1 45.4
92.5 35.0 57.5
57.1 28.3 28.8
86.8 68.0 18.8
57.2 53.8 3.4
35.8 44.0 *
Controles ‘ 3.8 2.4 1.4
5.7 10.9 *
NSH 5.9 - - -
NSH 3.6 - - -
NSH 0 - - -

a) Sueros inactivados por 5 horas a 56°C
b) Diferencia entre los valores del suero no calentado y el suero calentado
¢) NSH no se hizo

NOTA: Los valorés corresponden a >por ciento de inactivacicn del bactericfa-
‘ go T, penicilina.



TABLA VI

ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE LA PRUEBA DE MIF PASIVO Y

LA INACTIVACION DEL FAGO PENICILINA

Inactivacion del fago penicilina
Sueros MIF Sueros Sueros

pasivo no calentados calentados Diferencia?
Alérgicos 80.4 % 65.1 53.8 11.4
32.09% 44.2 44.8 *
31.09 80.7 61.5 19.2
55.09 28.6 18.9 9.7
25.0% 69.2 26.6 42.6
72.7 64.7 8.0
No alérgicos
a) individuos que no han recibido penicilina en los 2 tltimos afios
Neg 3.8 2.4 1.4
Neg 5.7 10.9 *
Neg NSHP 5.9 -
Neg NSH 3.6 -
Neg NSH 0 -
b) individuos con tratamiento prolongado con el antibictico
Neg 85.1 88.0 *
Neg 92.5 35.0 57.5
Neg 57.1 28.3 28.8
Neg : 86.8 68.0 18.8

Neg 35.8 44.0 *

a) Diferencia entre los valores obtenidos con los sueros no calentados y los
sueros calentados ;

b) NSH no se hizo

*) valores invertidos



TABLA VIl

INHIBICION POR HAPTENO (PENICILINA) DE LA INACTIVACION

DEL FAGO-PENICILINA POR ANTICUERPO?

U,ﬁidades de P Colonias de © % de inactivacion
penicilina T fago del fago
20,000 U 0d -
2,000U 0 -
200U 319 21.6
20U 373 8.3
20 410 0
0.2U0 . 418 0
0.02U 425 0

a) Se uso el suero de un individuo clinicamente alérgico a la penicilina
con prueba cutdnea y MIF positivos.

b) Unidades de penicilina adicionados al suero
¢) Numero de colonias de crecimiento del fago obtenidas
d) Se inhibié el crecimiento de la bacteria E.coli B

e) Como control se utilizé suero sin penicilina dando un crecimiento
de 408 colonias de fagos el cual se tom6 como 100%.



TABLA VIII

- INHIBICION POR HAPTENO (PENICILINA) DE LA INACTIVACION DEL FAGO
PENICILINA CAUSADO POR SUEROS DE INDIVIDUOS ALERGICOS AL

MEDICAMENTO

Unidades de penicilinab
Pacientes ca 20 2 0.2 0.02 MIF
Alérgicos _
12.8 NSHE 3.7 NSH NSH 32.0
47.8 NSH 0 NSH NSH 47.5
23.3 8.3 0 0 0 42.0
45.5 NSH 35.1 45.5 NSH ~ 80.4
64.0 71.7 66.2 75.0 63.5 31.0
21.5 25.9 26.4 21.0 12.2 55.0
‘No alérgicos bajo tratamiento con penicilina
15.6 NSH 12.4 19.5 18.7 Neg
22.0 NSH 23.7 27.0 NSH Neg
85.0 85.4 84.8 86.0 84.3 Neg
Controles no alérgicos
10.6 12.8 12.2 8.4 8.4 Neg
11.7 17.1 16.6 10.0 12.8 Neg

a) Control. Se utilizo suero no tratado previamente con penicilina y trabajado en
las mismas condiciones que las demds muestras.

b) Unidades de penicilina previamente adicionadas al suero antes de tratarlo con
el fago. ‘

¢) NSH no se liizo.

NOTA: Exceptuando los valores de MIF que se reportan como porciento de inhibi-
cién de migracion de los leucocitos, las cifras anotadas corresponden a
porcientos de inhibicién de inactivacién del fago.



Fig. 1. Cambio de la movilidad electroforética de globulina gamma (g)
cuando se le acopla penicilina (gp).



Fig.2. Inhibicién de la migracion de los leucocitos de pacientes
alérgicos a penicilina por antigeno-globulina gamma-penicilina-
(A). Los leucocitos del paciente en medio de cultivo sin antigeno
no son inhibidos en su migracién (B).
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Fig. 3. Inhibicién de la migracion de leucocitos de pacienteg
alérgicos a penicilina por antigeno-globulina gamma-penicilina
(A). Los leucocitos de sujetos normales (#) o pacientes no aler
gicos a penicilina que habian recibido tratamiento prolongado
con el antibiético (x) no fueron inhibidos en su migracion (B).
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Fig. 4. Inactivacién del bacteriofago T4 penicilina por sueros de in-
dividuos alérgicos o no alérgicos al antibiético. En la columna (A)
se observa el efecto de los sueros no calentados de los individuos
alérgicos (0) y de los sujetos no alérgicos con (e) y sin (x) tratamien
to con ¢l antibiético. En la columna (B) se presentan los datos obteni
dos con los mismos sueros solo que inactivados por el calor (56°C ~
durantc 5 horas). La diferencia entre los sueros calentados (B) y no

calentados (A) nos indican la presencia de IgE en &stos sueros (C)

Valores de sueros normales (----- ).
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