LAS REACCIONES DE AGLUTINACION EN EL
DIAGNOSTICO DE LA ALERGIA
A MEDICAMENTOS
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El empleo de particulas de carbono activaras por el vapor
de agua permite emplearlo como substrato de una variante de
la técrica de agltuinacién indirecta, la carboaglutinacién, La
sensibilidad en esta prucba compara favorablemente con la de
hema agltuinacién indirecta. En un grupo de 30 sueros inves-
tigados, en 27 (90%) se encontraren anticuerpos aglutinantes,
y de 74 pruebas realizacas con estos sueros se obtuvieron 43
reacciones positivas, la mayoria de interés clinico en los enfer-
mos estudiados, Ademds se investigé la posibilidad de determi-
nar sensibilizaciones cruzadas en 17 sueros con resultados po-
sitivos en 10 para 1 o mds medicamentos de estructura quimica
semejante. Se menciona la posibilidad de emplear esta téenica
para determinar anticuerpos de tipo blogueador en pacientes
atoplcos en tratamientos especﬁlcos de desensibilizacién. La
téenica en si es sencilla, requiere de poco equipo espemahzado
la suspensién del carbono es estable (3 meses) y la lectura se
hace en 5 minutos. (Gac. Mfp Mix, 97: 636, 1967).

Las REACCIONES alérgicas a medica-
mentos pueden corresponder a cua-
lesquiera de los 4 mecanismos princi-
pales mediadores de las
alérgicas descritas por Gell y Coombs!

reacciones

y por lo tanto la bisqueda de los anti-
cuerpos responsables de las mismas,
debera intentarse de
clasificacién de estos autores.

La respuesta alérgica a un medica.

acuerclo con la

1 Trabajo de ingreso a la Academia Na-
cional de Medicina, presentado en la sesién
ordinaria del 28 de septimbre de 1966.

2 Académico correspondiente, Hospital.

Universitario, Facultad de Medicina de la’

Universidad de Nuevo Ledén, Monterrey.

mento en particular no es estereotipada.
De un enfermo a ofro y a veces en
el mismo enfermo se
trar distintos mecanismos alérgicos en
juego. Schwartz y Vaughan® describen
anticuerpos sensibilizantes de la piel y
anticuerpos aglutinantes en enfermos
que presentaban reacciones alérgicas a
la penicilina, hecho frecuentemente ob-
servado en el grupo de enfermos alér-
gicos a medicamentos motivo de esta

pueden encon-

comunicacién,

Samter? se muestra escéptico de los
resultados précticos de la investigacién
de anticucrpos en estos enfermos al re-
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cordar que la mayoria de los medica-
mentos empleados no son antigénicos
per-se sino que requieren una biotrans-
formacién previa y por lo tanto la
bilsqueda de anticuerpos es problema-
tica si no conocemos la estructura real
del antigeno.

A pesar de esta posicién pesimista
de Samter, la bisqueda de métodos
sensibles para demostrar anticuerpos
en las reacciones alérgicas a medica-
mentes, ha sido intensa y contintia
dia a dia aumentando el ndmero de
pruebas in wvitro e in virvo que permi-
ten la identificacién de anticuerpos en
estos enfermos, Nos interesa en parti-
cular senalar las pruebas in vilro ac-
tualmente en uso para la investigacién
de estos anticuerpos y presentar al final
una modificacién a la técnica de la
aglutinacién indirecta, la carboagluti-
nacién.

Katz y Cohen' describen la téenica
de la liberacién histamina in wvitro,
Shelly? la ruptura de los baséfilos, y
Hirshorn® las alteraciones mitdsicas de
los lincocitos en presencia de comple-
jos antigeno anticuerpo. Ley” presenta
la téenica de la aglutinacién directa
que Boyden® modifica al emplear he-
maties previamente tratados con acido
tanico (hemaaglutinacién indirecta) y
Stavitsky? hematies tratados con enla-
ces diazoados.

Cambiando el sustrato de la reac-
cién, los hematies, por otras substan-
cias como el poliestireno'® el colodién'?
y la bentcnita'? se reportan resultados
comparables con la hema aglutinacién
indirecta.

Heidelberger y Kabat'® en 1937 se-

637

fialaron la posibilidad de emplear como
substrato de una reaccién de agluti-
nacién las particulas de carbon vegetal,
pero desistieron de su empleo al re-
pertar que, aunque tedricamente las
particulas de carbén serfan ideales co-
mo substrato de una reaccidn de aglu-
tinacién, su bajo poder de absorcidn
las hacia poco practicas, Posteriomente
Hiall en 1953'* sefiala que las parti-
culas de carbén pueden convertirse en
una buena superficie de adsorcidn, Si
recomendamos que las particulas de
carbén estin cubiertas con una capa
de hidrégeno o de grupos hidrocarbo-
nades retenidos tenazmente en la su-
perficie de la particula, siendo la ad-
sorcién de las particulas inversamente
proporcional a la cantidad de iones
de hidrégeno retenidos, pero que si se
hace pasar una corriente de vapor de
agua a una temperatura elevada au
menta la superflicie de adsorcién por
oxidacién del propio carbén, convir-
tiéndese asi las particulas de carbén
vegetal en un sustrato ideal para las
reacciones de aglutinacién.

Resuelto el problema técnico que
impedia el uso de las particulas de
carbén en este tipo de reacciones, co-
menzamos a usarlos como sustrato de
una reaccién de aglutinacién indirecta.
la carbo-aglutinacién que a continua-
cién se describe.

TEGNICA DI LA CARBO-AGLUTINACION

Se pesa un gramo de carbén vegetal
q. p., se coloca en un matraz, se le
pasa una ccrriente de vapor durante
una hora, transcurrido este tiempo se
suspende el carbén en 100 cc. de agua



638

destilada, de esta manera ¢l carbén
estd listo para ser usado en la prueba.
Preparacion de los tubos de carbon.
Se agita vigorosamente el reactivo por
5 minutos y después se deja reposar
durante 1 hora, se toman 15 cc. de
sobrenadante para cada antigeno y se
llevan a tubos de ensayo de 18 por
150 mm. Se centrifugan por 5 minu-
tos a 200 r.pm. El sobrenadante se
decanta a ctro tubo y se centrifuga a
800 rpm., durante 5 minutos y las
particulas gue quedan en el fondo del
tubo son las que se emplean en esta
téenica,
del medicamento.  Se
disuelve un g del
10 cc. de agua destilacda, se agita
fuertemente y se deja en reposo 24 Hs.,
agitandolo varias veces durante el dia,
si hay substancias y particulas sobrena-

Preparacion
medicamento en

dantes, se elim‘nan por centrifugacién
Este
una dilucién de 1
preparar a partir de
decimales empleadas en las pruebas.
Sensibilizacion de las particulas de
carbén. Se toman los tubos de carbén
previamente preparados como se indi-
c6 anteriormente, se afiaden 5 cc, de
agua destilida y se centrifugan a 1,500
r.p.m. durante 5 minutos, se elimina
el sobrenadante. Se afiade 1 cc. de agua
destilida méis de 3 cc. del antigeno me-
dicamentoso previamente preparado v
se llevan los tubos a incubar durante
media hora a 37 grados; terminado
este tiempo se centrifuga a 1,300 r.p.m.
durante 5 minutos, se decantan y se la-
van con 5 cc. de agua destilada y se

medicamento tiene
a 10, pudiéndose
ésta, las diluciones

o filtracién,

repite el procedimiento anterior. Se
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afaden 2.5 cc. de solucién reguladora
del pH (7.2)* y se afiaden 0.1 cc. de
polisorbato al 1 por ciento (Tween 80).

Leos sueros que van a ser investigados
se incuban a 64 grades por 4 minu-
tos y medio. En tubos previamente la-
vados y secos se afiade 0.5 de suero pro-
blema, mas 0.5 cc. de la solucién
reguladora del P.h, 7.2,

Se toma 0.1 cc, de cada uno de los
sueros diluidos y se coleean en las con-
cavidades que contiene la placa sero-
l6gica, se les afiade una gota de las
particulas de carbén cubiertas con an-
tigeno {en dilucién 1:10, 1:100, 1:1,000
ete.). La placa se agita por rotacién
durante 5 minutes (30-50 rpam.). Se
ven al micresconio a bajo aumento (se-
co débil) .

Lectura. La reaccidn es positiva
cuando se ohserva aglutinacién de las
particulas  de sensibilizados.
Diapositivas (1 al 5). Testigos, Se lle-
varon los siguientes testigos.

Testigos negativos,

Testigo N? 1. Particulas sensibili-

zantes tween, solucién buffer, (en la

carbdn

placa se deposité suero),

Testigo N° 2. Particulas sensibili-
zantes, sclucién buffer, tween. (en la
placa se deposité agua).

Testrigo N¥ 3. Medicamento, parti-
culas de carbén, solucién buffer, tween
(en la placa se depositd suero).

Testigo N* 4. Tween, solucién buf-
fer, (en la placa se depositd suero).

Testige N¢ 5. Medicamento, parti-
culas de carbén sensibilizante, tween

* Soluciones. Solucién
pH 7.2.
20,4 gr, Na 2 HPO 4

1.3 gr. KH 2 PO 4

reguladora de

1.3 gr. Na 2 HPO 4
3000 ccv. de H2.
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solucién buffer. (en la placa se depo
sité agua).

Prueba de inhibicidn. Se deposita-
ron los sueros en las concavidades de
la placa serolégica, se les agrega una
gota de medicamento en solucidn co-
rrespondiente y después otra gota con
el medicamento y carbén sensibilizado
dando resultados negatives a la carbo-
aglutinacién.

Debe poder efectuarse una prueha de
inhibicién poniendo
suero problema en contacto con una
solucién adecuada del antigeno que se

previamente el

sospecha provoca la reaccién alérgica.
Las particulas de carbén activadas
reunen los requisitos mencienados an-
teriormente.

MATERIAL

En esta comunicacién empleamos el
suerc de 30 enfermos alérgicos a me-
dicamentos que reunian las condiciones
minimas sefialadas por Gell y Coombs!?
para clasificar a un enfermo comao alér-
gico a medicamento,

En una comunicacién anterior'® pre-
sentamos un estudio comparativo de la
sensibilidad de las técnicas de carbo
aglutinacién y Ja hema aglutinacién
indirecta de Boyden, comparando fa-
vorablemente con esta Gltima y por lo
tanto en este grupo de enfermos no
se empled como control le hema aglu-
tinacién indirecta.

Edad. Dividimos los enfermos en
4 grupos de 1 a 10 afos, de 11 a 20
afios, de 31 a 50 afios y de 51 a 75
afos. En el primer grupo encontramos
7, 5 en el segundo, 13 en el tercero y
5 en el cuarto, La distribucién de eda-

639

des sefiala simplemente un hecho por
demds conocido o sea la mayor frecuen-
cia de ingestibn de medicinas durante
los primeros afios de vida y en las ter-
ceras y cuartas décadas de la vida.

Sexo. Se registraron 20 enfermos
de sexo femenino y 10 del sexo mas-
culing. La preferencia por el sexo fe-
menino en este grupo de enfermos li-
mitade podria sefialar simplemente la
mayor frecuencia con que las mujeres
ingieren medicinas analgésicas, tranqui-
lizantes etc.

Antecedentes atdpicos. 15 de los en-
fermos presentaban antecedentes até-
Ppicos previos a la consulta que motivo
este examen y de éstos 11 tenian ade-
mas anticuerpos sensibilizantes de la
piel para otros alergenos distintos al me-
dicamento,

Euolucién. Se presentaron a la con-
sulta antes de 1 afio de presentar ma-
nifestaciones alérgicas 20 enfermos,
entre 1 y 2 afios 4 enfermos, entre 2
y 6 afios, 5 enfermos y después de 6
afos de evolucién, 1 enfermo.

Clasificacion clinica.
grupos principales de manifestaciones

Distinguimos 4

clinicas: 1¢ urticaria y edema angio-
neurbtico, presentes en 17 enfermos.
29 parpura anafilictica, en 5 ocasiones.
3% choque anafilactico, en 4 ocasiones
y lesiones dermatoldgicas varias (erup-
cién iterativa, erupciones exantemdti-
cas), en 4 casos,

De los 30 suercs 27 dieron una o
mas reacciones positivas de carbo aglu-
tinacién, los 3 restantes aunque clinica-
mente fueron considerados como alér-
gicos a determinados medicamentos, no
mistraron anticuerpos aglutinantes, pe-
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ro en dos de ellos se encontraron
anticuerpos sensibilizantes de la piel
para la peniciloil polilisina ya que am-
bos enfermos habian presentado sus
manifestaciones alérgicas (choque ana-
filactico) después de la inyeccién de
penicilina bencilica.

ResvuLrapos

Se practicaron con estos sueros 74
reacciones de carbo aglutinacién para
medicamentos empleados recientemente
por estos enfermos, en particular aque-
llos que habian ingerido un mes antes
de la presentacién del cuadro clinico.
De las 74 reacciones practicadas 43
fueron positivas para los medicamen-
tos empleados por los enfermos.

Medicamentos responsables de  las
reacciones elérgicas, De las 43 reac-
ciones de aglutinacién positivas, ocupa
el primer lugar con 11 respuestas po-
sitivas el dcido acetil salicilico, le si-
guen la aminopirina con 10, la penici-
lina ccn 4, la sulfadiazina con 3 y otras
con 2 o menos respuestas positivas
(4cido paramino salicilico, hidrazida del
dcido isenicotinico, estreptomicina, sue-
ro de caballo, cloromicetina, tranilei-
promina y fenil butazona).

Respuesta La eliminacién
de los medicamentos sefalados por los
resultados de la carbo aglutinacién
permitieron el control de las manifesta-
ciones clinicas en 25 de los 30 enfermos
estudiades, 5 de ellos accidentalmente
ingirieron medicamentos que contenian
los medicamentos a que eran alérgicos
y presentaron de nuevo sus sintomas
alérgicos. Estos enfermos fueron obser-
vados después de haberse realizado las

clinica.
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pruebas de carbo aglutinacién un pro-
medio de 6 meses.

Sensibilizaciones cruzadas. Se dice
que ocurre sensibilizacién  cruzada
cuando la reaccién alérgica inducida
por un medicamento es producida pos-
teriormente por el empleo de uno o
més medicamentos de estructura quimi-
ca semejantes,

Baer'™ y Mayer!® deseriben ejemplos
ahora clasicos de sensibilizaciones cru-
zadas. Se escogieron para estudiar esta
posibilidad en estos enfermos seis coni-
puestes quimicos, todos ellos compren-
didos en el grupo de las aminas aro-
méticas.®

La aminopirina, el 4cido acetil sa-
licilico, la fenil butazona, la sulfadia-
zina, ¢l dcido paraminosalicilico y la
hidrazina del 4cido isonicotinico, En
cualesquiera de los sueros investigados
que daban reacciéon de carboaglutina-
cién positiva para alguno de los com-
puestos anteriores, se hacian pruebas
complementarias para los otros cinco.

Destacamos mayor frecuencia de sen-
sibilizaciones cruzadas entre la amino-
pirina y el dcide acetil salicilico, (5
casos) : del dcido amincsalicilico y la
hidrazida del 4cide isonicotinico (2 ca-
sos) ; de] Acido aceti] salicilico y la sul-
fadiazina (2 casos) de la aminopirina
y la sulfadiazina (2 casos) ; de la ami-
nepirina y la fenil butazona (1 caso).

Discusién

La diferencia fundamental entre una
reaccién de precipitacién y otra de
aglutinacién reside en el estado de dis-
persion del antigeno. Mientras en la
primera éste se encuentra en solucién
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libre, en la segunda se encuentra ab-
sorbido o fijado por medios quimicos
o particulas que lo soportan (glébulos
rojos, colodién, bentonita, carbono,
etcétera) .

Esta diferencia afecta fundamental-
mente la sensibilidad de la reaccidn,
siendo la segunda hasta 10,000 veces
mds sensible que la primera.'®

Las reacciones de aglutinacién sir-
ven para determinar anticuerpos di-o
multivalentes, por lo tanto, log anti-
cuerpos sensibilizantes de la piel o rea
ginas que se consideran univalentes no
serd posible determinarlos con estas
reacciones.

En trabajo anterior'® sefialamos la
posibilidad de determinar, ademas de
anticuerpos aglutinantes, anticuerpos
del tipe bloqueador que aparecen en
los enfermos atépicos o no atdpicos
después de la inyeccion por via sub-
cutdnea de diluciones de antigeno pro-
teicos, polisacaridos etc. pudiendo con-
siderarse esta prueba con posibilidades
para investigar la respuesta al trata-
miento de sensibilizacién especifica en
un enfermo atopico,

La selecc’dn de las células o parti-
culas que sirven de substratc en las
reacciones de aglutinacién, exige las
siguientes condiciones:2°

Frimero. Las células o particulas de-
ben absorber o fijar antigeno de di-
ferente naturaleza quimica (proteinas.
polisaciridos, radicales quimicos etc.).
Segundo. Los determinantes antigéni
cos deben quedar libres para poder
reaccionar con los anticuerpos corres-
pondientes. Tercero. Las células o par-
ticulas deben formar suspensiones es-

1

tables y de facil aglutinacién, Guarto.
Las células o particulas deben poderse
conservar listas para ser usadas un pe-
riodo razonable de tiempo (3 meses).
Quinto. Se debe realizar prueba de in-
hibicién, ésta se efectiia poniendo en
contacto previamente el suero problema
con una solucién adecuada del anti-
geno que se sospeche provoque la reac-
cién alérgica.

Las particulas de carbono activadas
retinen los requisitos mencionados an-
teriormente,
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COMENTARIO OFICIAL

Dr. Jurie Cueva Verizguez!

F s ParRA MI un placer dar la bienvenida
~en el seno de la H. Academia de Me-
dicina al Dr, Carlos Canseco, compafiere en
mis afos estudiantiles y profesional distin-
guido de la misma especialidad.

Su formacién de graduado al lado de
Feinberg en la Northwestern University, ha-
cia esperar de €l los frutos que pronte ha-
bria de cosechar en su iniciacién profesional
en provincia, primero en Tampico y después
en Monterrey, donde fundé los servicios de
alergia e inmunologia en el Hospital Univer-
sitario, y donde investigd la etiologia de la
alergia reportando principalmente los péle-
nes v hongos de la regién noroeste de nues-
tra patria,

El problema de la alergia a medicamen-
tos es aln un reto a la investigacién, Cons-
tituye un problema creciente debide al he-
cho de que cada afio aumenta el nimero de
medicamentos v la produccién de éstos. Pera
en tanto algunos medicamentos rara vez
provocan reaccionecs alérgicas, otros pue-
den provocarlas en un porcentaje muy im-

1 Académico numerario. Hospital Gene-
ral de Meéxico.

portante. La estructura quimica en relacién
con la capacidad de sensibilizacidén ne es
posible que sea determinante si desconoce-
mos la intimidad de su mecanismo de sen-
sibilizacién y los resultados de su metabo-
lismo.

En México se han hecho intentos de in-
vestigacién con enfermos alérgicos a peni-
cilina, sulfadrogas y 4cido acetil salicilico
por Salazar Mallén y Cuéllar, sensibilizande
particulas de colodién con resultados in-
constantes, Vilchis y Venegas, realizaron
pruebas directas de penicilina con los mis-
mos resultados.

Salazar Mallén empled eritrocites huma-
nos unidos a penicilina por medio de ben-
cidina, con reacciones positivas en 25 de
27 casos de alergia a penicilina. Martinez
Cortés en 1962 describe un método de ana:
filaxia cutdnea pasiva inspirade en la téc-
nica de Ovary con resultados positivos en
40 de 43 enfermos.

Canseco nos presenta en su trabajo un
resumen de los intentes aparecides en la
lieratura médica para la investigacién de
anticuerpos in vitro para demostrar la aler-
gia a medicamentos haciendo énfasis en las
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pruebas directas de liberacién de histamina
de Katz vy Cotten, la ruptura y degranula-
cién de los baséfilos de Shelly, ete. asi
como las pruebas de aglutinacién indirecta
empleando hematies v otras substancias
como poliestireno, colodion y hentonita.

Basindese en los experimentos de Kabat
y Heidelberger y las orientaciones de Hail.
emplea particulas de carbén vegetal some-
tidos a oxidacién la cual aumenta en éstas
su superficie de adsorcién. Describe la téc-
nica empleada con particulas de carbén sen-
sibilizado y los resultados con 30 sueros con
reaciones positivas en 27 y después hace
aplicaciones clinicas de los resultados obte-
nidos en el control de la alergia a medi-
camentos, en casos de reacciones cruzados
con otros medicamentos de estructura qui-
mica basicamente semejante y en la deter-
minacién de anticuerpos blogueadores, pro-
ducidos en los enfermos sometidos a trata-
miento hiposensibilizante, La técnica es in-
geniosa en su concepeidn v sencilla en su
aplicacién asi como de costo bajo.

Si sus observaciones son empleadas en
otro tipe de manifestaciones de alergia a
medicamentos v sus resultades son compa-
rables, tendremos en nuestro poder una tée-
nica de laberatorio, que aplicada razonable-
mente, nos dard datos en un porcentaje muy
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importante acerca de la existencia de aler-
gia a muchas substancias, sin exponer la
salud y la vida del paciente,

La preocupacidn general del especialista
en alergia e inmunologia es determinar con
cierto grado de exactitud el diagndstico por
el primero y la presencia de anticuerpos por
el segundo en la alergia por medicamentos.
Las pruebas cutineas y del parche exponen
al paciente a la reproduccién de su sinto-
matologia y la mayoria de las pruchbas in
vitro no dan resultados uniformes en ma-
nos de diferentes investigadores; es por lo
tanto sumamente interesante el trabajo y leos
resultados obtenidos por el Dr. Canseco.
Solamente sugiero gue en el trabajo se in-
cluya en el control de testigos suero de per-
sonas normales o se aclare si se utilizaron
éstos.

Felicito al Dr, Canseco por su trabajo en
el arduo problema de la investigacién de la
alergia a medicamentos y me felicito por
recibirlo en esta Academia, ya que fue acep-
tado por sus remerecimientos y su labor en
la especialidad dende ha formado centros de
investigacién y alumnos, y ha reportado sus
observaciones y experiencias. Que su incor-
poracién a esta corporacién sea un estimulo
a su capacidad y madurez, y que siga presen-
tando trabajos cientificos en este campo de
la medicina.





