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[, INTRODUCCION,

EL PULMON ES UN ORGANO CON UNA ENORME SUPERFICIE DE
INTERCAMBIO CALCULADA EN APROXIMADAMENTE 70 M2 EN UN VA-
RON ADULTO, EN ESTA SUPERFICIE HAY POR UN LADO, LA EXPO-
SICIGN AL AMBIENTE, EN EL QUE LAS PARTICULAS SUSPENDIDAS
EN EL AIRE, DE UN TAMANG DE 5 MICRAS O MENOR SE DEPOSI-
TAN EN EL EPITELIO ALVEOLAR.,  POR OTRO LADO ESTA EXPUES
TO AL MEDIO INTERNO, YA QUE TODO EL GASTO CARDIACO PASA
A LA CIRCULACION MENOR O PULMONAR, EN EL PULMGN HAY
TAMBIEN CELULAS INMUNOCOMPETENTES, MACROFAGOS ALVEOLARES,
Y ACUMULOS SUBMUCOSOS DE LINFOCITOS, LO CUAL CONFIERE UNA
CAPACIDAD INMUNOLGGICA AL ORGANO,

ENTRE EL MATERIAL SUSPENDIDO EN EL AIRE QUE LLEGA AL
EPITELIO ALVEOLAR HAY COMPONENTES ORGANICOS, Y EN CIER-
TOS CASOS PUEDE DESARROLLARSE UNA RESPUESTA INMUNE CON
GENERACION DE ANTICUERPOS Y CELULAS SENSIBILIZADAS, QUE
POTENCIALMENTE PUEDE FACILITAR UNA REACCION INFLAMATORIA
INTERSTICIAL ES DECIR, UNA NEUMONITIS POR HIPERSENSIBILI-
DAD.,

LoS AGENTES ANTIGENICOS SON POLVOS ORGANICOS QUE DE-
BIDO A SU TAMANO PUEDEN DEPOSITARSE A NIVEL ALVEOLAR EN
UN BREVE PERIODO DE TIEMPO, LoS GRANJEROS EXPUESTOS
A LA PAJA HOMEDA, PUEDEN DEPOSITAR ARRIBA DE 750 000 Es-
PORAS DE HONGOS POR MINUTO EN SUS PULMONES POR LO QUE SE
DICE QUE LA RESPUESTA CLINICA A ESTE CONTACTO DEPENDE
PRINCIPALMENTE DE LA REACTIVIDAD INMUNOLOGICA DE CADA
PERSONA,

EXISTEN GRAN VARIEDAD DE ANTIGENOS QUE PUEDEN PRODY -
CIR LA NEUMONITIS POR HIPERSENSIBILIDAD, POR LO QUE EXIS-
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TEN OTRO TANTO DE ENFERMEDADES DESCRITAS DE ACUERDD AL AN-
TIGENO QUE LO CAUSA. DENTRO DE ESTE GRUPO DE ENFERMEDA-
DES ESTA LA ENFERMEDAD DEL CRIADOR DE PALOMAS O PULMON DEL
CRIADOR DE PALOMAS EN LA CUAL SE PRESENTA UNA RESPUESTA IN-
MUNE CONTRA PROTEINAS DEL SUERO, EXCRETAS Y PLUMAS DE ESTAS
AVES,

L0S HABITOS DE HIGIENE DEFICIENTES TAL VEZ EXPLIQUEN
LA FRECUENCIA DEL PADECIMIENTO POR LO QUE FACTORES DE TI-
PO SOCIOCULTURAL PUEDEN SER IMPORTANTES EN SU ETIOPATOGE-
NIA, ADEMAS LA CARGA ANTIGENICA DEBE SER CONSIDERABLE YA
SEA POR EXPOSICION DIRECTA MASIVA 0 POR EXPOSICION PRO-
LLONGADA.

LA NEUMONITIS POR HIPERSENSIBILIDAD A PROTEINAS DEL
SUERO DE PALOMA ES UNA ENFERMEDAD COMIN EN NUESTRO MEDIO
QUE FACILMENTE SE CONFUNDE CON OTROS PADECIMIENTOS PUL-
MONARES, PRINCIPALMENTE TUBERCULOSIS. LOS PACIENTES
QUE SUFREN ESTA ENFERMEDAD, EN OCASIONES LLEGAN A CENTROS
ESPECIALIZADOS EN ENFERMEDADES RESPIRATORIAS CON DIAGNGS-
TICOS EQUIVOCADOS Y LA ENFERMEDAD AVANZADA, EL HECHO
DE QUE EL DIAGNGSTICO NO SEA PRECISO, EN MUCHOS DE LOS
CASOS IMPIDE CONOCER LA FRECUENCIA DE ESTE PADECIMIENTO
QUE TAN SOLO EN EL INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES
RESPIRATORIAS PRESENTG 75 CASOS EN DOS ANOS DE ACUERDO A
CIFRAS REPORTADAS (10).

EL DIAGNOSTICO DE ESTA NEUMONITIS POR HIPERSENSIBILI-
DAD SE HACE EN BASE A LOS DATOS CLINICOS QUE SE PRESENTAN
EN EL PACIENTE JUNTO CON EL ANTECEDENTE DE EXPOSICION A
PALLOMAS Y SE CONFIRMA EN EL LABGRATORIO POR LA DETERMINA-
CION DE ANTICUERPOS EN EL SUERO DE ESTOS PACIENTES CONTRA
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PROTEINAS DEL SUERQ Y EXCRETAS DE PALOMA,

DEBIDO A LA IMPORTANCIA DE LA DETERMINACION DE ANTI-
CUERPOS CIRCULANTES EN ESTOS PACIENTES, SE HA DESARROLLA-
DO UN METODO INMUNOENZIMATICO EN FASE SOLIDA QUE PERMITE
DEMOSTRARLOS AUN A MUY BAJAS CONCENTRACIONES.

Los METODOS INMUMOENZIMATICOS QUE FUERON DESCRITOS I-
NICIALMENTE POR ENGVALL Y PERLMAN (16) PRESENTAN VARIAS
VENTAJAS SOBRE OTROS METODOS INMUNOQUIMICOS, EMPLEAN ANTI-
CUERPOS O ANTIGENOS CONJUGADOS A ENZIMAS DONDE LAS DOS PAR-
TES MANTIENEN SU ACTIVIDAD, EXISTEN OTROS METODOS QUE
EMPLEAN ANTICUERPOS O ANTIGENOS CONJUGADOS BIEN A UN COM-
PUESTO FLUORESCENTE (INMUNOFLUORESCENCIA) O BIEN A 1S0-
TOPOS RADIOACTIVOS (RADIOINMUNOANALISIS).

LA INMUNOFLUORESCENCIA HABITUAL ES SOLO SEMICUANTITA-
TIVA Y NO PERMITE CUANTIFICAR LOS ANTICUERPOS YA QUE DE-
PENDE DE LA APRECIACION VISUAL DE LA FLUORESCENCIA (UN EN-
SAYO CUANTITATIVO ES POSIBLE PERO ES EXCESIVAMENTE COMPLE-
JO Y CARO), POR OTRA PARTE EL RADIOINMUNOANALISIS ES
ALTAMENTE SENSIBLE Y PERMITE UNA CUANTIFICACION PRECISA.
SIN EMBARGO HAY PROBLEMAS CON LA VIDA MEDIA DEL I1S6TOPO,
CON EL MANEJO DEL MATERIAL RADIOACTIVO ADEMAS DE QUE EL
EQUIPO NECESARIO ES BASTANTE SOFISTICADO.

LOS ENSAYDS INMUNOENZIMATICOS COMBINAN LAS VENTAJAS DE
AMBOS METODOS Y ELIMINAN SUS DESVENTAJAS, SON ALTAMEN-
TE SENSIBLES, LOS REACTIVOS NO REPRESENTAN PELIGRO, SON
ESTABLES Y TIENEN UNA VIDA MEDIA MUY LARGA,  MAS AON,

LA ESTIMACION DE LOS RESULTADOS PUEDE SER YA SEA SEMICUAN-
TITATIVA O CUANTITATIVA. EL RANGO DE APLICACIGN DE ESTE
ENSAYO ES MUY GRANDE Y PUEDE INCLUSO REFORZAR O REEMPLAZAR



OTRAS PRUEBAS SEROLOGICAS,

EN BASE A SUS CUALIDADES, ESTE METODO, QUE ADEMAS DE
SER SENSIBLE ES ESPECIFICO Y DE FACIL REALIZACION, SE HA
DESARROLLADO PARA ADAPTARLO AL DIAGNGSTICO DE HIPERSENSI-
BILIDAD A PROTEINAS DE PALOMA EN PACIENTES CON NEUMONITIS
INTERSTICIAL,



I1.  GENERALIDADES.
1. HIPERSENSIBILIDAD.

CUANDO A FINES DEL SIGLO XIX SE CONOCIO QUE LA RESIS-
TENCIA A MICROORGANISMOS Y TOXINAS ERA FUNCION DE UN SIS-
TEMA INMUNE, SE PENSG EN ESTE CON UN SENTIDO TELEOLOGICO
COMO UN MECANISMO DE PROTECCION, POR LO QUE FUE MUY SIGNI-
FICATIVA LA OBSERVACION DE PORTIER Y RICHET QUE ESTUDIA~
BAN LA TOXINA DE LA ANEMONA DE MAR, Y DE ACUERDO A LA EPO-
CAs INMUNIZARON PERROS CON EL FIN DE PROTEGERLOS DE LOS
EFECTOS DE LA TOXINA, SIN EMBARGO, UNA SEGUNDA INYECCION
DE LA TOXINA PROVOCG UNA ENFERMEDAD AGUDA Y MORTAL (32).
ESTE FENOMENO FUE LLAMADO ANAFILAXIA, EN CONTRASTE CON
PROFILAXIA, EL EFECTO PROTECTOR HASTA ENTONCES CONOCIDO:
SU MECANISMO NO FUE EXPLICADO ENTONCES, Poco DESPUES EN
1906 Von PIRQUET INTRODUJO EL CONCEPTO DE ALERGIA (GR. AL-
LOS=0TRO, ERGON=TRABAJD) PARA DESIGNAR AQUELLAS RESPUESTAS
"INESPERADAS" QUE RESULTABAN DEL SEGUNDO CONTACTO CON UNA
SUSTANCIA, Asf SE ACEPTO QUE EL SISTEMA INMUNE PODIA
PROPORCIONAR, EN EFECTO, PROTECCION, O BIEN CAUSAR DARO
TISULAR POR "HIPERSENSIBILIDAD” (61},

EN 1963 GELL Y COOMBS PUBLICARON SU CLASIFICACION DE
LAS REACCIONES DE HIPERSENSIBILIDAD EN BASE A LOS MECANIS-
MOS DE DANO TISULAR INVOLUCRADOS, ESTA CLASIFICACION
COMPRENDE 4 TIPOS:

Tipo I 0 ANAFILACTICO

Tiro I1 o CIToTOXICA

Tirpo II1 O MEDIADA POR COMPLEJOS

Tipo IV 0 HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA O MEDIADA POR CELU-
LAS,



DE ACUERDO A ESTA CLASIFICACION Los TiPos I, II v II!
DEPENDEN DE LA INTERACCION DEL ANTIGENO CON EL ANTICUERPO,
LO CUAL PRODUCIRA UNA RESPUESTA EN UNOS POCOS MINUTOS U
HORAS, POR LO QUE SON LLAMADAS REACCIONES DE TIPO INMEDIA-
TO, MIENTRAS EL TIPO [V ES LLAMADO DE HIPERSENSIBILIDAD RE-
TARDADA O INMUNIDAD MEDIADA POR CELULAS YA QUE INVOLUCRA
RECEPTORES UNIDOS A LA SUPERFICIE DE LINFOCITOS MAS BIEN
QUE MOLECULAS QUE DIFUNDEN FACILMENTE (11).

EN EL TIPO | O ANAFILACTICO, LLAMADO TAMBIEN ALERGICO,
0 MEDIADO POR REAGINAS, LAS INMUNOGLOBULINAS DE LA CLASE
E, QUE SON HOMOCITOTROPICAS, SE UNEN A LA SUPERFICIE DE LOS
BASGFILOS POR MEDIO DE SU REGION FC QUE ES RECONOCIDA POR
RECEPTORES DE MEMBRANA. ESTOS ANTICUERPOS $ON PRODUCIDOS
POR UN ESTIMULO PREVIO CON EL ALERGENO O ANT{GENO, DE MANE~-
RA QUE AL EXISTIR UN NUEVO CONTACTO, EL ANTIGENO SE UNE A
LA IGE FORMANDO UN PUENTE ENTRE VARIAS MOLECULAS DE IGE LO
QUE PRODUCE LA DEGRANULACION DE LAS CELULAS COMO RESULTADO
DE UNA SERIE DE REACCIONES, PRINCIPALMENTE LA ENTRADA DE
CALCIO A LA CELULA Y LA CAIDA DEL NIVEL DE AMPC 0 EL AUMEN-
To DEL GMPc, LA DEGRANULACION DE LOS BASOFILOS Y MASTO-
CITOS O CELULAS CEBADAS, LIBERA AMINAS VASOACTIVAS (HISTAMI-
NA Y SEROTONINA) Y OTROS MEDIADORES COMO LAS CININAS, PRIN-
CIPALMENTE BRADICININA, Y PROSTANOIDES (LEUCOTRIENOS DERIVA-
DOS DEL ACIDO ARAQUIDONICO) ENTRE LOS QUE SE ENCUENTRA LA
SUSTANCIA DE REACCION LENTA DE LA ANAFILAXIA (SRA-A).,  Es-
TOS ACTUAN SOBRE MUSCULOS LI1SOS ADYACENTES Y CELULAS ENDO-
TELTALES VASCULARES PRODUCIENDO EDEMA LOCAL Y CONTRACCION
DEL MUSCULO LISO, ADEMAS SE PRODUCE EL FACTOR QUIMIOTAC-
TICO DE LOS EOSINGFILOS DE LA ANAFILAXIA (ECF-A) QUE CAUSA
LA ATRACCION DE LOS EOSINOFILOS Y EL FACTOR DE ACTIVACION DE
LAS PLAQUETAS (PAF) LAS CUALES TAMBIEN LIBERAN HISTAMINA Y



SEROTONINA (27,48),

EN EL TIPO Il O CITOTOXICA EL ANTIGENO QUE ESTA PRESEN-
TE EN LA SUPERFICIE DE UNA CELULA YA SEA UN COMPONENTE DE
LA MEMBRANA CELULAR O QUE SE ENCUENTRE ADHERIDO PASIVAMEN~
TE A ELLA, AL REACCIONAR CON SU ANTICUERPO CAUSA LA MUERTE
CELULAR YA QUE PROMUEVE EL CONTACTO CON FAGOCITOS POR ADHE-
RENCIA OPSONICA DIRECTA A TRAVES DE LA UNION AL FC DE LAS
INMUNOGLOBULINAS 0 A TRAVES DE LA UNION DEL (3, LA MUER-
TE CELULAR TAMBIEN PUEDE PRODUCIRSE AL ACTIVARSE TODA LA
CADENA DEL COMPLEMENTO LO QUE DA COMO RESULTADD EL ROMPI-
MIENTO DE LA MEMBRANA POR LA AcCION DE C8 v (9, ADEMAS
LA UNION DEL ANTICUERPO A LA MEMBRANA CELULAR PUEDE PRODY-
CIR EL MECANISMO DE CITOTOXICIDAD SUGERIDO POR PEARLMANN Y
HoLM EN 1969, DONDE LAS CELULAS CUBIERTAS CON BAJAS CONCEN-
TRACIONES DE [GG, SON DESTRUIDAS INESPECIFICAMENTE POR CE-
LULAS LINFORETICULARES NO SENSIBILIZADAS QUE NO TIENEN LOS
MARCADORES CARACTERISTICOS DE CELULAS T Y B MADURAS Y HAN
SIDO LLAMADAS CELULAS K,  ESTAS CELULAS PRESENTAN RECEP-
TORES ESPECIFICOS PARA LOS FRAGMENTOS FC DE LAS 166G POR LO
QUE ESTE MECANISMO ES LLAMADQ DE CITOTOXICIDAD CELULAR DE-
PENDIENTE DE ANTICUERPGS {(ADCC), SE HAN DESCRITO OTRA
SERIE DE CELULAS QUE TIENEN ESTA ACTIVIDAD "IN VITRO", ENTRE
ELLAS SE ENCUENTRAN POLIMORFONUCLEARES, MACROFAGOS, PLAQUETAS
Y CELULAS DE HIGADO FETAL,

EN ALGUNOS CASOS LA REACCION NO ES CITOTOXICA, LOS AN-
TICUERPOS ESTIMULAN LAS CELULAS A LAS QUE SE FIJAN, TAL ES
EL CASO DEL ESTIMULADOR DE LA TIROIDES DE LARGA DURACION
(LATS), DONDE LA PRESENCIA DE ANTICUERPOS SOBRE ALGUN DE-
TERMINANTE ANTIGENICO EN LA MEMBRANA DE LAS CELULAS TIROI-
DEAS ESTIMULA LA ACTIVIDAD CELULAR, LO QUE PRODUCIRA UN
EXCESO EN LA SECRECION DE TIROXINA. Rot1TT EN 1972 ARGU-~



MENTA QUE ESTAS SITUACIONES CITOESTIMULATORIAS DEBEN CON-
SIDERARSE DENTRO DE UN NUEVO GRUPO DE REACCIONES (TIPO V),
PERO GELL Y COOMBS NO LO ACEPTAN DICIENDO QUE OUNICAMENTE
ES UNA VARIANTE DE LA DEFINICION ORIGINAL DE LAS REACCIO-
NES DEL TIPO Il DONDE LO ESENCIAL ES LA SITUACION DEL AN-
TIGENO EN LA CELULA Y LA UNIGN DEL ANTICUERPO CIRCULANTE
(11).

EN LA HIPERSENSIBILIDAD DEL TIPO I1l SE PRODUCE DAfO
TISULAR DEBIDO A LA FORMACION DE COMPLEJOS ANTIGENG-ANTI-
CUERPO POR LO QUE TAMBIEN SE LE LLAMA HIPERSENSIBILIDAD
MEDIADA POR COMPLEJOS, AL ESTUDIAR LA ENFERMEDAD DEL
SUERO, VoN PIRQUET SUGIRIO QUE PODRIA SER CAUSADA POR LA
FORMACION DE COMPLEJOS ANTIGEMO-ANTICUERPO TOXICOS Y MAS
ADELANTE SE DEMOSTRO QUE ESOS COMPLEJOS SON CAPACES DE
INTERACTUAR CON FACTORES DEL SUERO O CELULAS PARA PRODU-
CIR UNA VARIEDAD DE CAMBIOS INFLAMATORIOS Y DEGENERATIVOS,

MAURICE ARTHUS ENCONTRO QUE LA INYECCION INTRADERMICA
DE ANTIGENO SOLUBLE A CONEJOS HIPERINMUNES PRODUCIA UNA
REACCION ERITEMATOSA Y EDEMATOSA ALCANZANDO UN PICO MAXI-
MO DE 3 A 8 HORAS, EL COMPLEJO ANTIGENO-ANTICUERPO FOR-
MADO ACTIVA COMPLEMENTO LO QUE PRODUCIRA ANAFILOTOXINAS
QUE PROVOCAN LA LIBERACION DE HISTAMINA Y FACTORES QUIMIO-
TACTICOS LO QUE PRODUCE INFILTRACION DE LEUCOCITOS POLI-
MORFONUCLEARES.  ESTA REACCION, LLAMADA DE ARTHUS ES DE
TIPO LOCAL YA QUE AL EXISTIR UN EXCESO DE ANTICUERPO CIR-
CULANTE SE FORMAN COMPLEJOS MUY RAPIDAMENTE QUE SON FACIL-
MENTE RETENIDOS Y PERMANECEN EN EL SITIO DE INTRODUCCION
DEL ANTTGENO.  UNAS 12 HORAS DESPUES DE LA INTRODUCCION
DEL ANTIGENO SE SUSTITUYEN LOS NEUTROFILOS POR CELULAS MO-
NONUCLEARES Y LA LESION BAJA PAULATINAMENTE HASTA DESAPA-
RECER.



CUANDC SE ADMINISTRA EL ANTIGENO EN MAYOR CONCENTRACIGN
(EXCESO DE ANTIGENO)}, SE PROVOCA LA FORMACIGN DE COMPLEJOS
SOLUBLES LOS CUALES SE MANTIENEN EN CIRCULACION HASTA SER
RETENIDOS O DEPOSITADOS EN DIFERENTES PARTES DEL CUERPO CO-
MO RINONES, ARTICULACIONES Y PIEL, PARA QUE LOS COMPLE-
JOS SEAN PATOGENICOS TIENEN QUE SER DE UN TAMANO ADECUADO
YA QUE MUY GRANDES SON DESTRUIDOS POR LOS MACROFAGOS DEL
SISTEMA RETICULOENDOTELIAL Y MUY PEQUENOS NO PRODUCEN UNA
RESPUESTA INFLAMATORIA, INCLUSO LOS COMPLEJOS DE TAMARO
ADECUADO NECESITAN DE UN CAMBIO EN LA PERMEABILIDAD VASCU-
LAR PRODUCIDG POR LA LIBERACION DE SEROTONINA DE LAS PLA-
QUETAS QUE REACCIONAN CON COMPLEJOS DE MAYOR TAMARO O POR
LA LIBERACION DE HISTAMINA Y FACTOR DE ACTIVACION PLAQUE-
TARIA EN UNA RESPUESTA MEDIADA POR IGE, LoS cOMPLEJOS
EN ESTAS CONDICIONES SE DEPOSITAN, COMO SE MENCIONO, EN
DIFERENTES VASOS SANGUINEOS PRINCIPALMENTE LOS DE LA CIR-
CULACIGN DE INTERCAMBIO, QUE SE ENCUENTRAN EN PIEL, PLE-
X0S COROIDES, ARTICULACIONES Y RINONES.

LA REACCION DE HIPERSENSIBILIDAD DEL TIPO [V LLAMADA
HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA O MEDIADA POR CELULAS FUE RE-
CONOCIDA POR KocH EN 1890 AL OBSERVAR QUE LOS BACILOS TU-
BERCULOSOS VIABLES INOCULADOS SUBCUTANEAMENTE A UN COBA-
YO PRODUCEN UNA REACCION INFLAMATORIA MUCHO MAS INTENSA
EN LOS ANIMALES PREVIAMENTE [NFECTADOS QUE EN LOS ANIMA-
LES NO INOCULADOS CON ANTERIORIDAD. MAS ADELANTE SE
OBSERVO QUE UN PRODUCTO SOLUBLE RELATIVAMENTE PURIFICADO
DE LOS BACILOS (DERIVADO PROTEICO PURIFICADO), CAUSABA
LA MISMA REACCION ENTRE 24 Y 72 HORAS DESPUES DE SER INO-
CULADO, PRODUCIENDOSE INFLAMACION Y ERITEMA, EsTE TI-
PO DE HIPERSENSIBILIDAD SE ENCUENTRA EN MUCHAS REACCIONES
ALERGICAS A BACTERIAS, VIRUS Y HONGOS, ADEMAS DEL RECHAZO
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A TEJIDD TRANSPLANTADO Y LAS DERMATITIS POR CONTACTO QUE
RESULTAN DE LA SENSIBILIZACION A CIERTAS SUSTANCIAS quf-
MICAS QUE REACCIONAN COMO HAPTENOS. L0S ANTIGENOS QUE
DESPIERTAN ESTE TIPO DE RESPUESTA SON RECONOCIDOS POR LOS
LINFOCITOS CERCA DEL SITIO DE ENTRADA, LO QUE PROVOCA LA
ACTIVACION DE ESTAS CELULAS Y LA SUBSECUENTE PRODUCCION

DE UN GRAN NOMERO DE FACTORES ESPECIFICOS LLAMADOS LINFO-
CINAS, ALGUNAS LINFOCINAS ATRAEN Y ACTIVAN MONOCITOS Y
NEUTROFILOS, LAS CELULAS POLIMORFONUCLEARES MIGRAN RA-
PIDAMENTE FUERA DE LA LESION DEJANDO UN INFILTRADO DE LIN-
FOCITOS Y MONOCITOS LO QUE CONTRASTA CON EL CARACTER POLI-
MORFONUCLEAR DE LA REACCION DE ARTHUS. ESTE TIPO DE
REACCIONES ND PRODUCE UN CAMBIO SIGNIFICATIVO EN LA PER-
MEABILIDAD VASCULAR POR LO QUE LA LESION QUE SE PRODUCE ES
DURA CON LIGERO EDEMA, LOS MACROFAGOS QUE SE ACUMULAN EN
EL SITIO DE LA INFLAMACION Y QUE HAN SIDO ACTIVADOS CON
LINFOCINAS, TIENDEN A CAUSAR UNA DESTRUCCION TISULAR NO
ESPECIFICA E INFLAMACION, YA SEA DIRECTA O POR LA LIBERA-
CION DE SUS PROPIAS MONOCINAS,

CUANDO SE PRESENTA UNA ESTIMULACION CRONICA LOCALIZA-~
DA, HAY UNA ALTA CONCENTRACION DE CELULAS MONONUCLEARES EN-
TRE LAS FIBRAS DE TEJIDO CONECTIVO Y UN NGMERO VARIABLE
DE LINFOCITOS, CELULAS PLASMATICAS, EOSINGFILOS Y NEUTRO-
FLLOS JUNTO CON DEPGSITOS DE CALCIO, LOS FIBROBLASTOS SIN-
TETIZAN COLAGENO QUE RODEA A LAS CELULAS, LO QUE PRODUCE
UN GRANULOMA COMO UN INTENTO DEL ORGANISMO DE AISLAR EL
SITIO DE LA INFECCION,

UN FENGMENO ASOCIADO A LA HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA
ES LA CITOTOXICIDAD DE LAS CELULAS T ACTIVADAS POR ANTIGE-
NOS QUE SE PRESENTAN EN LA SUPERFICIE DE CELULAS, YA SEA
INFECTADAS POR VIRUS, ANTIGENOS CODIFICADOS POR EL GEN DEL



11

COMPLEJO MAYGR DE HISTOCOMPATIBILIDAD Y ANTIGENOS ASOCIA-
DOS A TUMORES, ESTOS ANTIGENOS ESTIMULAN LA PRODUCCION
DE LINFocITOS T CITOTOXICOS (CTL), LOS CUALES SOLO LISAN
AQUELLAS CELULAS PORTADORAS DE ANTIGENO CON TAL DE QUE
PORTEN EL MISMO ANTIGENO DEL COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOM-
PATIBILIDAD QUE LA CELULA CITOTOXICA EN SU SUPERFICIE (30).

RECIENTEMENTE SE HA DESCRITO UN NUEVO MECANISMO DE HI-
PERSENSIBILIDAD, DONDE SE PRODUCE LA INCORPGRACION DE ANTI-
CUERPO CIRCULANTE A LA CELULA A TRAVES DE RECEPTORES DE
FC EN LA MEMBRANA CELULAR, CON INTRODUCCIGN DEL ANTICUER-
PO Y UNION A ANTIGENOS INTRACELULARES. EsTOoS FENGME-

NOS SIN EMBARGO, NO HAN SIDO REPRODUCIDOS EN ALGUNOS LA-
BORATORIOS Y NO SON UNIVERSALMENTE ACEPTADOS (1),

2. NEUMONITIS POR HIPERSENSIBILIDAD.

LAS ENFERMEDADES RESPIRATORIAS ASOCIADAS A LA INHALA-
c10N DE POLVOS ORGANICOS SON CONOCIDAS DESDE QUE RAMAZZI-
NI EN 1713 DESCRIBIO EPISODIOS RECURRENTES DE T0S Y DIFI-
CULTAD PARA RESPIRAR EN PERSONAS QUE ESTABAN EXPUESTAS
AL POLVO DE GRANOS DE CEREALES SOBRECALENTADOS (51).

PERO NO FUE SINO HASTA 1932 EN QUE CAMPBELL DESCRIBIO
PROPIAMENTE UNA NEUMONITIS LLAMADA PULMON DEL GRANJERO
CON TODAS SUS CARACTERTSTICAS (33). ACTUALMENTE SE
HAN DESCRITO UN GRAN NUMERO DE ENFERMEDADES PULMONARES
DEBIDAS A LA INHALACION DE DIVERSOS POLVOS ORGANICOS A
LA VEZ QUE SE HAN DESCRITO LOS AGENTES CAUSALES QUE AC-
TOAN COMO ANTIGENOS, ENTRE LOS QUE SE CUENTAN HONGOS,
BACTERIAS Y PROTEINAS ANIMALES PRESENTES EN EXCRETAS DE
AVES Y ROEDORES, LA TABLA #1 ENLISTA ALGUNAS DE ESTAS
ENFERMEDADES CUYO NOMBRE REFLEJA LAS CONDICIONES EPIDE-
MIOLOGGICAS EN LAS CUALES SE DESARROLLA,



TABLA # 1 ETIOLOGIA DE LA NEUMONITIS POR HIPERSENSIBILIDAD
ANTIGENO FUENTE DE ANTIGENO ENFERMEDAD
M. FAENI PAJA HOMEDA PULMON DEL GRANJERO
A, FUMIGATUS MoHos ASPERGILOSIS
A, CLAVATUS MoHoS TRABAJADOR DE MALTA
T. VULGARIS CARA DE AZUCAR BAGASOSIS
T. ACTINOMICETES MoKos PULMEN DE OFICINISTA

C. CORTICALE

A, PULLULANS
ALTERNARIA

M, FAENI

T, VULGARIS
PENICILLIUM

S, GRANARIUS

B. SUBTILIS
{POLVO ORGANICO?
{(POLVO ORGANICO?
LPOLVO ORGANICG?
{POLVO ORGANICO?
PROTEINA PORCINA
SUERO DE PALOMA

PoLvO DE CORCHO

MoHoS EN LENA DE MAPLE
MoHOS EN MADERA ASERRADA
MADERA MOHOSA

ABONO PARA HONGOS

QUESO MOHOSO

HARINA CON GORGOJOS
MANUFACTURA DE DETERGENTE
PoLVO DE CAFE

POLVO DE MAIZ (TAMO)
PIELES

TECHOS DE PALMA
HIP6F1S1S DESECADA

POLVO DE HECES

SUBEROSIS

ENF, DE DECORTICADOR DE MAPLE
SEQUIOISIS
DE TRABAJADOR DE PULPA

ENF,
ENF,
ENF.
ENF,
ENF,
ENF,
ENF,
ENF.,

DEL
DEL
POR
DEL
DEL
DEL
DEL

RECOLECTOR DE HONGOS
LAVADOR DE QUESO
GORGOJO

DETERGENTE

PRODUCTOR DE CAFE
PROD., DE NIXTAMAL
PELETERG

PULMON DE NUEVA GUINEA
P. DE INHALACION DE PITUITARIA
P. DE CRIADOR DE PALOMAS

Zt
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ESTAS ENFERMEDADES PUEDEN SER AGRUPADAS BAJO EL TERMINO
GENERAL DE NEUMONITIS POR HIPERSENSIBILIDAD O ALVEOLITIS
ALERGICA EXTRINSECA (AAE) YA QUE COMPARTEN UNA- INMUNOPATO-
GENESIS COMUN INDEPENDIENTEMENTE DE LA FUENTE DEL INMUNO-
GENO.

LA RESPUESTA CLINICA AL CONTACTO CON EL AGENTE INMUNO-
GENICO DEPENDE DE LOS SIGUIENTES FACTORES: 1) LA REACTI-
VIDAD INMUNOLOGICA DEL SUJETO, 2) LA NATURALEZA DEL POLVO
ORGANICO INHALADO, COMO EL TAMANO DE LAS PARTICULAS Y 3) Las
CIRCUNSTANCIAS DE EXPOSICION, ESTAS ENFERMEDADES OCURREN
GENERALMENTE EN INDIVIDUOS NO ATOPICOS EN QUIENES LOS ANT[-
GENOS PRESENTES EN LOS POLYOS ORGANICOS ESTIMULAN LA PRO-
DUCCION DE ANTICUERPOS Y PRODUCEN UN LENTO DESARROLLO DE
REACCIONES INFLAMATORIAS DEL PULMON. ESTE TIPO DE REAC-
CIONES FUERON CONSIDERADAS INICIALMENTE COMO PERTENECIENTES
AL TIPO 111 DE REACCIONES DE HIPERSENSIBILIDAD DE LA CLASI-
FICACION DE GELL Y COOMBS, PERO POCO A POCO SE HA VISTO QUE
LAS REACCIONES QUE SE DESENCADENAN EN UN INDIVIDUO SUSCEP-
TIBLE SON MUCHO MAS COMPLEJAS.

EXISTEN EVIDENCIAS QUE APOYAN CADA UNO DE LOS CUATRO ME-
CANISMOS DE DANO INMUNOLOGICO EN LA PATOGENESIS DE LA NEu-
MONITES POR HIPERSENSIBILIDAD POR LO QUE SE HA PENSADO QUE
ESTE NO DEPENDE DE UN S6LO TIPO DE REACCION SINO QUE ES UNA
COMBINACION DE ELLAS, PREDOMINANTEMENTE DEL TIPO [II v 1V,

LA PRINCIPAL EVIDENCIA DE LA REACCION DEL TIPO IlI ES
LA PRESENCIA DE ANTICUERPOS PRECIPITANTES, EN SU MAYORIA
[6G (21,9) FIJADORES DE COMPLEMENTO "IN VITRO" (9), QUE
DECAEN AL CESAR LA EXPOSICION AL ANTIGENO (19), ADEMAS E-
XISTE UNA RESPUESTA CUTANEA SIMILAR A LA REACCION DE ARTHUS
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QUE APARECE ENTRE LAS 4-6 HORAS DESPUES DE LA ADMINISTRACION
DEL ANTIGENO, CON INFILTRACION INICIAL DE NEUTROFILOS, SE-
GUIDA DE AGLOMERACION DE CELULAS MONONUCLEARES. EL ESTA-
DO CLINICO QUE PRESENTA EL PACIENTE AL HACERLE INHALAR
EXPERIMENTALMENTE EL INMUNOGENO SE ASEMEJA A LA REACCION
DEL TIPO III POR LO QUE TAMBIEN SE CONSIDERA EVIDENCIA A
FAVOR DE ESTA,

LA INMUNIDAD MEDIADA POR CELULAS SE HA ACEPTADO COMO ME-
CANISMO PATOGENICO DE LA ENFERMEDAD YA QUE SE HA DEMOSTRADO
LA PRODUCCIGN DEL FACTOR DE INHIBICION DE LA MIGRACION DE
MACROFAGOS O DE TRANSFORMACION BLASTOIDE DE LINFOCITOS POR
ESTIMULACION CON ANTIGENOS Y ESTUDIOS DE TRANSFERENCIA PASI-
VA DE CELULAS DE NODULO LINFATICO DE ANIMALES SENSIBILIZA-
pos (52).

LA COMBINACIGON DE LA INMUNIDAD MEDIADA POR CELULAS A
NIVEL PULMONAR JUNTO CON LA PRODUCCION DE LA REACTIVIDAD
PERIFERICA Y LA INHALACION DEL ANT{GENO PRODUCIRAN LESIO-
NES PULMONARES COMO ALVEOLITIS, GRANULOMAS Y CAMBIOS FI-
BROTICOS DE ACUERDO A LA INTENSIDAD Y FRECUENCIA DE LA EX-
POSICION AL ANTIGENO, LO QUE DETERMINARA LAS CARACTERISTI-
CAS CLINICAS DE LA ENFERMEDAD AGUDA O CRONICA,

LA NEUMONITIS POR HIPERSENSIBILIDAD AGUDA SE PRESENTA
4-6 HORAS DESPUES DE UNA BREVE E INTENSA EXPOSICION AL AN-
TIGENO Y ES SIMILAR A NEUMONITIS AGUDAS DEBIDAS A VIRUS O
BACTERIAS. LoS PACIENTES PUEDEN PRESENTAR FIEBRE, ES-
CALOFRIOS, MALESTAR GENERAL, ANOREXIA, NAUSEAS, DOLOR DE
CABEZA, COMPRESION DE PECHO, TOS NO PRODUCTIVA Y DISNEA,
ADEMAS DE CIANOSIS QUE OCURRE EN CASOS SEVEROS, TAQUICAR-
DIA Y TAQUIPNEA, Los SINTOMAS DESAPARECEN 12-18 HORAS
DESPUES DE LA EXPOSICIGN AL CESAR EL CONTACTO, UNA EX-
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POSICION MENQS INTENSA AL ANTIGENO POR UN LARGO PERIODO PUE-
DE PRODUCIR LA FORMA CRONICA DE LA ENFERMEDAD PRESENTANDOSE
TOS INCIDIOSA, DISNEA DE ESFUERZO, ANOREXIA, PERDIDA DE PESO
Y FATIGA HASTA UNA FIBROSIS INTERSTICIAL DIFUSA E INSUFI-
CIENCIA RESPIRATORIA Y SI LA ENFERMEDAD NO SE RECONOCE, EL
DANO PULMONAR PUEDE SER IRREVERSIBLE,

EL PROCESO PATOLOGICO BASICO ES UNA NEUMONITIS GRANU-
LOMATOSA EN LA QUE HAY INFILTRACION TEMPRANA DE LAS PARE-
DES ALVEOLARES CON PREDOMINANTES LINFOCITOS, PERO TAMBIEN
ESTAN PRESENTES MUCHAS CELULAS PLASMATICAS. PUEDEN VER-
SE GRANDES HISTIOCITOS Y CELULAS PLASMATICAS EN ESPACIOS AL-
VEOLARES, SIN EMBARGO LA REACCION ES PREDOMINANTEMENTE IN-
TERSTICIAL.

3. ENFERMEDAD DEL CRIADOR DE PALOMAS.

LA ENFERMEDAD DEL CRIADOR DE PALOMAS ES UN EJEMPLO DE
ESTE TIPO DE NEUMONITIS POR HIPERSENSIBILIDAD, DONDE EXIS-
TE PRODUCCION DE ANTICUERPOS CONTRA PROTEINAS DEL SUERO DE
PALOMA QUE SON EXCRETADAS EN HECES Y PLUMAS (6).

ESTA ENFERMEDAD FUE IDENTIFICADA POR REED EN 1965 (45)
EN PACIENTES QUE PRESENTABAN MUCHOS EPISODIOS DE NEUMONI-
TIS INTERSTICIAL AGUDA DESPUES DE EXPONERSE A PALOMAS,
ESTOS PACIENTES REPRODUJERON UN EPISODIO DE LA ENFERMEDAD
AL SER EXPUESTOS A PLUMAS O AEROSOLES DE EXCRETAS 0 SUERO
DE PALOMAS EN EL LABORATORIO Y PRESENTARON ANTICUERPOS CON-
TRA EXTRACTOS DE ESTOS MISMOS PRODUCTOS,

EN ESTUDIOS REALIZADOS CON EXTRACTOS DE HECES DE PALO-
MA SE ENCONTRARON DIFERENTES FRACCIONES ANTIGENICAS DE LAS
CUALES DOS ERAN GLUCOPROTEINAS DERIVADAS DEL SUERO QUE CRU-
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ZABAN CON LA FRACCION GAMMAGLOBULINICA, Asi SE DEMOSTRO
QUE LA MAYOR DE ELLAS DE PESO MOLECULAR CERcANo A 200 000
DALTONS Y QUE ES ENCONTRADA EN LAS SECRESIOUNES DE LAS PALO-
MAS CORRESPONDE A IGA., MIENTRAS QUE LA FRACCION ANTIGENICA
MENOR DERIVADA DEL SUERO, DE PESO MOLECULAR DE 42 000 CORRES
PONDE AL FRAGMENTO FAB 0 FC DE LA MisMA IGA (26).

4, METODOS UTILI1ZADOS PARA LA DETERMINACION DE ANTICUER-
POS ANTIPROTEINAS DEL SUERO DE PALOMAS.

DESDE QUE LA ENFERMEDAD DEL CRIADOR DE PALOMAS FUE DES-
CRITA SE USAN ESTUDIOS SEROLOGICOS PARA DETERMINAR LA RES-
PUESTA INMUNE ASOCIADA A LA ENFERMEDAD. INICIALMENTE SE
DEMOSTRO LA PRESENCIA DE ANTICUERPOS PRECIPITANTES CONTRA
PROTEINAS DEL SUERO, EXCRETAS, PLUMAS Y HUEVO DE PALOMA,
POR INMUNODIFUSION DOBLE (IDD) Y POR INMUNOELECTROFORESIS
(IEF) (6. ESTOS METODOS AUNQUE HAN SIDO USADOS EN EL
ESTUDIO DE LAS FRACCIONES PROTEICAS QUE ACTUAN COMO ANTIGE-
NOS, SOM DE BAJA SENSIBILIDAD Y CONSUMEN MUCHO TEEMPO.

LA CONTRAINMUNOELECTROFORESIS (CIEF) uUSA EL MISMO PRIN-
CIPIO (ANTICUERPO PRECIPITANTE) PERO AL FAVORECER LA REACCION
ANT [ GENO-ANTICUERPO MEDIANTE MIGRACION ELECTROFORETICA, PER-
MITE AUMENTAR LA SENSIBILIDAD POR UN FACTOR DE 100 Y REDUCE
EL TIEMPO PARA LA LECTURA DE LA PRUEBA, ESTE METODO SE USA
RUTINARIAMENTE EN EL LABORATORIO (46),

LA HEMAGLUTINACION PASIVA ES UNA TECNICA MUY SENSIBLE
QUE TAMBIEN HA SIDO UTILIZADA (20), PERO PRESENTA ALGUNOS
PASOS COMPLEJOS Y REQUIERE DE ADSORCION PREVIA DEL SUERO
PROBLEMA CON ERITROCITOS DE CARNERO DE MODO QUE AUNQUE LA
PRUEBA EN ST ES RAPIDA, LA PREPARACION DE LOS REACTIVOS NE-
CESITA VARIOS DIAS Y HABILIDAD TECNICA (46}, NOSOTROS
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HEMOS ADAPTADO LA TECNICA DE ELISA PARA LA DETERMINACION DE
ANTICUERPOS DE CLASE IGG PRECIPITANTES O NO, CON RESULTADOS
FAVORABLES,

5. ENSAYO INMUNOENZIMATICO (ELISA).

Los METODOS INMUNOENZIMATICOS QUE CONJUGAN AL ANTIGENO
O AL ANTICUERPO A ENZIMAS HAN SIDO USADOS POR MUCHOS INVES-
TIGADORES PARA LA LOCALIZACION DE ANTIGENOS O ANTICUERPOS
EN CORTES DE TEJIDOS, £N [EF £ [DD (2), EN BASE A
ESTO, ENGVALL Y PERLMAN DESARROLLARON UN METODO CUANTITATI-
VO POR COMPETENCIA PARA LA DETERMINACION DE PEQUENAS CANTI-
DADES (NANOGRAMOS/MILILITRO) DE ANTIGENO EN SOLUCIGN USAN-
DO FOSFATASA ALCALINA CONJUGADA A IGG PURIFICADA (16),
VAN WEEMEN & SCHURS DESCRIBIERON UNA TECNICA SIMILAR PARA
LA DETERMINACION DE GONADOTROPINA CORIGNICA HUMANA USANDO
PEROXIDASA PARA MARCAR EL ANTIGENO (55}, EN ESTOS ENSA-
YOS LOS REACTIVOS NO PRESENTAN NINGUN RIESGO, SON ESTABLES
Y DE LARGA DURACION. L0S RESULTADOS PUEDEN SER CUALITA-
TIVOS DE ACUERDO A LA APRECIACION VISUAL DE LA COLORACION
PRODUCIDA EN LA REACCION ENZIMATICA O CUANTITATIVOS CON EL
USO DE UN ESPECTROFOTOMETRO SIMPLE (58),

Los METODOS INMUNOENZIMATICOS PUEDEN SER DE DOS TIPOS,
HOMOGENEOS Y HETEROGENEOS, EN LOS PRIMEROS UNA ENZIMA ES
CONJUGADA A UN HAPTENO QUE AL REACCIONAR CON EL ANTICUERPO
ALTERA LA ACTIVIDAD ENZIMATICA. LA VENTAJA DE ESTE TIPO
DE ENSAYOS ES QUE NO REQUIEREN DE FASE SOLIDA PARA LA SEPA-
RACIGN DE LO UNIDO AL ANTICUERPO Y LO LIBRE, PERO ONICAMENTE
FUNCIONA CON SUSTANCIAS DE BAJO PESO MOLECULAR. EL mMETO-
DO HETERGGENEO SE BASA EN LA UTILIZACION DE UNA FASE SOLIDA
CON EL FIN DE SEPARAR EL ANTIGENO 0 ANTICUERPO ESPECIFICO
(MARCADO CON ENZIMA) QUE PARTICIPO EN LA REACCION ANTIGENO-
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ANTICUERPO DE AQUEL QUE QUEDO LIBRE SIN REACCIONAR (59),

EN ESTE METODO, cONOCIDO coMO ELISA (ENZYME-LINKED-IMMUNO-
SORBENT ASSAY), EL ANTIGENO O ANTICUERPO SE PUEDE ADHERIR A
UN MATERIAL PARTICULADO (QUE ACTUA COMO FASE SOLIDA) COMO
CELULOSA Y POLIACRILAMIDA O TUBOS, DISCOS, ESFERAS, MICRO-
PLACAS HECHAS DE NYLON, POLIESTIRENG, POLIVINILO O POLIPRO-
PILENO.

LA ENZIMA UTILIZADA DEBE TENER UNA ALTA ACTIVIDAD, DEBE
SER BARATA Y FACIL DE OBTENERLA PURA, ADEMAS DE QUE LA REAC-
CION QUE CATALICE SEA FACIL DE MEDIR ESPECTROFOTOMETRICAMENTE.,

LAS ENZIMAS QUE CUMPLEN ESTOS REQUISITOS SON ENTRE OTRAS:
PEROXIDASA, LACTOPEROXIDASA, GLUCOSAOXIDASA, BETA~GALACTOSIDA=-
SA Y FOSFATASA ALCALINA, LAS CUALES SON CONJUGADAS A ANTIGE-
NOS O ANTICUERPOS POR DIFERENTES METODOS (31}, INICIAL-
MENTE FUERON UTILIZADOS PARA LA CONJUGACIOGN, REACTIVOS COMO
EL CLORURO DE CIANOGENO., EL 4,4’ -DIFLUORO-3,3'-DINITRO-DIFE
NIL SULFONA, TOLUENO-2,2'-DIISOCIANATO, N,N'-DICICLOHEXILCAR
BODIIMIDA, 1-{(3-DIMETILAMINOPROPIL)-3-ETILCARBODIIMIDA Y O--
DIANICIDINA BIS DIAZOADA, LOS CUALES TENIAN VARIAS DESVENTA-
JAS Y NINGUNO SE UTILIZA ACTUALMENTE,

EN 1969 AVRAMEAS REPORTO EL USO DE GLUTARALDEHIDO COMO
AGENTE BIFUNCIONAL EN LA COMJUGACION DE ENZIMAS CON 166 Hu-
MANA, DE CONEJO Y DE CARNERO (2), ESTUDIOS POSTERIORES
DEMOSTRARON QUE LOS CONJUGADOS PREPARADOS POR ESTE METODO
LLAMADO DE UN SOLO PASO, SE POLIMERIZAN EN EXCESO Y SOLO
UNA PEQUENA PORCION DE ENZIMA SE CONJUGA CON _IGG POR LA AL-
TA REACTIVIDAD DEL GLUTARALDEHIDO CON ESTA (25) Y AUN CUAN-
DO LA ACTIVIDAD ENZIMATICA SE RETIENE EN EL CONJUGADO, LA
ACTIVIDAD DEL ANTICUERPO DISMINUYE (4), PARA EVITAR ESTA
DESVENTAJA SE UTILIZA EL METODO DEL GLUTARALDEHIDO DE DOS
PASOS CITADO POR ENGVALL Y PERLMAN CON FOSFATASA ALCALINA (15)
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Y DESCRITA POR AVRAMEAS Y TERNYNCK EN EL MISMO ARO CON PE-
ROXIDASA (1), CoM ESTE METODO EL CONJUGADO RETIENE MAYOR
ACTIVIDAD QUE CON EL METODO DE UN SOLO PASO.

EL METODO DEL PERYODATO (38) ELIMINA EL USO DE AGENTES
BIFUNCIONALES YA QUE SE BASA EN LA OXIDACION DE LOS GRUPOS
-0H DE ENZIMAS QUE GCONTIEMNEN CARBOHIDRATOS COMO PEROXIDASA,
A GRUPOS ALDEHTDO CON PERYODATO DE SODIO, 1.0S CUALES REAC-
CIONAN DIRECTAMENTE CON GRUPOS ALFA Y EPSILON AMINO DE LOS
ANTICUERPOS FORMANDO UNA BASE DE SCHIFF QUE SE ESTABILIZA
CON NABHq. PARA EVITAR LA AUTOCONJUGACION, LOS GRUPOS AL-
FA Y EPSILON AMINO DE LA PEROXIDASA SE BLOQUEAN CON FLUORO-
DINITRO BENCENO. LA DESVENTAJA DE ESTE METODO ES QUE SO-
LO SE APLICA A ENZIMAS QUE CONTIENEN CARBOHIDRATOS Y QUE SU
ACTIVIDAD NO DEPENDA DE ESTOS.

EXISTEN OTROS METODOS DE CONJUGACION EN LOS QUE SE USAN
DERIVADOS DE LA MALEIMIDA, DERIVADOS DEL DISULFURO DE PIRI-
DILO, P-BENZOQUINONA, ACIDO YODOCACETICO O YODOACETAMIDA (31),
QUE APROVECHAN LA PRESENCIA DE GRUPOS SULFHIDRILO Y AMINO DE
LAS PROTEINAS.

ACTUALMENTE NINGUN METODO SE HA CONSIDERADO COMO (PTIMO
AUNQUE SE DICE QUE EL DE LA MALEIMIDA ES EL QUE PRESENTA MA-
YORES VENTAJAS (31), PERO EL METODO DEL GLUTARALDEHIDO ES EL
QUE HA TENIDO MAYOR DIFUSION YA QUE ES UN METODO MUY SIMPLE
Y RAPIDO. EN ESTA REACCION DEL GLUTARALDEHIDO CON LA PRO-
TEINA EL SITIO MAS PROBABLE DE INTERACCION ENTRE ELLOS ES EL
GRUPO DE LISINA, PERO SE CONOCE POCO ACERCA DE ESTE MECANIS-
MO, PARTE DE LA DIFICULTAD HA SIDO QUE LA ESTRUCTURA DEL
REACTIVO EN SOLUCION PUEDE NO SER LA DE UN SIMPLE DIALDEHT-
Do, SE HA DEMOSTRADO QUE SE POLIMERIZA PRODUCIENDO ALGUNA
DE LAS SIGUIENTES ESTRUCTURAS (43):
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PROPUESTA POR
FRIGERIO Y SHAW (1969)
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5.1 PRINCIPIO DEL METODO DE ELISA.

EXISTEN DIFERENTES METODOS PARA LA DETERMINACIGN YA SEA
DE ANTICUERPOS O DE ANTIGENOS POR LA TECNICA DE ELISA. EL
METODO INDIRECTO ES AMPLIAMENTE USADO PARA DETERMINAR ANTI-
CUERPOS, YA QUE EL CONJUGADO UTILIZADO (ANTI-INMUNOGLOBULINA
HUMANA MARCADA CON ENZIMA) PUEDE RECONOCER ANTICUERPOS, LOS
CUALES PUEDEN ESTAR DIRIGIDOS CONTRA UNA GRAN VARIEDAD DE
ANTIGENOS. L0s P0OZOS DE UNA PLACA DE POLIESTIRENO QUE AC-
TUAN COMO FASE SOLIDA SE RECUBREN POR ADSORCION PASIVA CON
EL ANTIGENO Y DESPUES DE UN TIEMPO DE INCUBACION SE LAVAN,
LAS MUESTRAS PROBLEMA QUE DEBEN CONTENER AL ANTICUERPO ESPE-
CIFICO SE ADICIONAN A LOS P0Z0OS, SE INCUBA Y LAVA NUEVAMEN-
TE. EL ANTICUERPO QUEDA INMOVILIZADO POR UNION AL ANTI-
GENO ADSORBIDO A LA PLACA. SE ANADE ANTI-INMUNOGLOBULINA
HUMANA MARCADA CON ENZIMA Y SE INCUBA, LO QUE PERMITE SU
UNION CON EL ANTICUERPO CAPTURADO, EL EXCESO DE REACTIVO
SE LAVA. SE ANADE EL SUSTRATO DE LA ENZIMA Y SE INCUBA
DURANTE UN TIEMPO DETERMINADO. LA DEGRADACION DEL SUSTRA-
TO SE INDICA POR LA INTENSIDAD DE COLOR PRODUCIDO, EL CUAL
ES PROPORCIONAL A LA CONCENTRACION DE ANTICUERPO EN LA MUES-
TRA, LA REACCION ENZIMATICA SE DETIENE Y LA MEDICION SE
HACE VISUAL O CON AYUDA DE UN ESPECTROFOTGMETRO, 16, 1.

TAMBIEN EXISTEN DETERMINACIONES POR COMPETENCIA TANTO
DEL ANTIGENO COMO DEL ANTICUERPO, LOS CUALES SON DE TIPO DI-
RECTO, YA QUE EL ANTIGENO O EL ANTICUERPO ESPECIFICO SE CON-
JUGAN DIRECTAMENTE CON LA ENZIMA, EN ESTE CASO EL ANTIGE-
NO O ANTICUERPO MARCADOS CON ENZIMA SE ADICIONAN AL MISMO
TIEMPO QUE EL ANTIGENO O ANTICUERPO DE LA MUESTRA DESCONOCI-
DA, POR LO QUE EXISTIRA COMPETENCIA PARA UNIRSE AL ANTICUER-
PO O ANTIGENO FIJADO AL POZO, SE LAVA PARA ELIMINAR EL EXCE-
SG Y SE ADICIONA EL SUSTRATO Y LA DIFERENCIA DE LA DEGRADA-
CION ENTRE EL CONJUGADO UNICAMENTE Y EL CONJUGADO MAS LA MUES
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TRA ES PROPORCIONAL A LA CONCENTRACION DE ANTIGENO O ANTI-
CUERPO, F1G6. 2 Y FI6. 3,

0TROS METODOS PARA LLA DETERMINACIGN DE ANTIGENO SON LOS
DE INHIBICION Y LOS DEL “SANDWICH” DE DOS ANTICUERPOS,
EN EL PRIMERO, EL ANTIGENO QUE PUEDE ESTAR PRESENTE EN EL
PROBLEMA REACCIONA CON SU ANTICUERPG MARCADO CON LA ENZIMA,
EL CUAL YA NO PUEDE REACCIONAR CON EL ANTIGENO QUE SE EN-
CUENTRA FIJADO A LA FASE SOLIDA. EN CASO DE NO EXISTIR AN-
TIGENO EN EL PROBLEMA, EL ANTICUERPO MARCADO CON LA ENZIMA
REACCIONARA CON EL ANTIGENO FZJADO A LA FASE SOLIDA Y AL ADI-
CIONARSE SUSTRATO HABRA PRODUCCION DE.COLOR, EL CUAL ES INVER
SAMENTE PROPORCIONAL A LA CONCENTRACION DE ANTIGENO, .FIG, 4,
EN EL SEGUNDO, EL ANTICUERPO ESPECIFICO PARA EL ANTIGENO QUE
SE BUSCA, SE FIJA A LA FASE SOLIDA Y SE HACE REACCIONAR CON
EL PROBLEMA EN DONDE SE INVESTIGA EL ANTIGENO, DE ESTAR Es-
TE PRESENTE, SE PEGA AL ANTICUERPO ADHERIDO Y ENTONCES SE
ADICIONA ANTICUERPO MARCADO CON ENZIMA (EL MISMO ANTICUERPO
QUE EL USADO PARA FIJARSE A LA FASE SOLIDA), QUE RECONOCE
AL ANTIGENO Y SE FIJA A EL. AL ADICIONAR EL SUSTRATO SE
PRODUCIRA COLOR, EL CUAL ES PROPORCIONAL A LA CANTIDAD DE
ANTIGENO (59,68). F1G, 5.

5.2 APLICACION DEL METODO DE ELISA,

EN PRINCIPIO, ESTE METODO PUEDE SER USADO PARA LA DETER-
MINACION DE CUALQUIER ANTICUERPO SI SE LOGRA ADHERIR SATIS-
FACTORIAMENTE EL ANTIGENO APROPIADO A UNA FASE SOLIDA, DE
ESTA MANERA SE HAN LOGRADO DETERMINAR TANTO ANTIGENOS COMO
ANTICUERPOS EN LAS AREAS DE ENDOCRINOLOGIA (HCG, HORMONA LUTE]
NIZANTE Y ESTROGENOS), INMUNOPATOLOGIA (16G, DNA EN LUPUS E-
RITEMATOSO, [6E EN ESTADOS DE HIPERSENSIBILIDAD), HEMATOLOGI(A
(ANTIGENO RELACIONADO AL FACTOR VIII EN PLASMA), MICROBIOLO-
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GIA (ANTICUERPOS ANTi-E. COLI, ANTI-BRUCELLA., ANTI-TREPONE-

MA, ANTI-RUBEQOLA, ANTI-HERPES, ETC.), Y PRINCIPALMENTE PA-
RASITOLOGIA (TRIPANOSOMIASIS, TOXOPLASMOSIS, ETC.) (7).

[.AS VENTAJAS DE ELISA [INCLUYEN BAJO COSTO, ESTABILIDAD DE
REACTIVOS, SEGURIDAD, SENSIBILIDAD Y FACIL MANEJO., PERO ES
IMPORTANTE PARA LA REPRODUCIBILIDAD DE LA PRUEBA, TENER CONTRO-
LES POSITIVOS Y NEGATIVOS EN CADA ENSAYD, COMPROBAR LA AC-
TIVIDAD TANTO ENZIMATICA COMO INMUNOLOGICA DEL CONJUGADO Y
PROBAR QUE LA FASE SGLIDA Y LOS REACTIVOS PARA RECUBRIRLA
FUNC IONEN.
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PRODUCCION DE COLOR

METODO INDIRECTO DE ELISA PARA DETERMINACION DE
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I, PARTE EXPERIMENTAL.
1. ESQUEMA GENERAL.

EL PASO MAS IMPORTANTE EN LA PREPARACION DEL METODO IN-
DIRECTO DE ELISA QUE VA A SER UTILIZADO PARA LA DETERMINA-
CION DE ANTICUERPOS HUMANOS DE LA CLASE [GG CONTRA PROTE!-
NAS DEL SUERO DE PALOMAS ANTES DE SU ESTANDARIZACION EN S,
ES EL DE PRODUCIR UN ANTICUERPO UNIDO COVALENTEMENTE A LA
ENZIMA FOSFATASA ALCALINA, PARA QUE SEA CAPAZ DE RECONOCER
LA 166G HUMANA Y QUE A SU VEZ NOS INDIQUE EN QUE CANTIDAD
EXISTE ESTA POR MEDIO DE LA REACCIGN DE HIDROLISIS DEL SUS-
TRATO,. EL P-NITROFENOL FOSFATO CON LA ENZIMA, '

LA PREPARACION DE ESTE CONJUGADO ANTI-IGG HUMANA-FOSFA-
TASA ALCALINA REQUIERE DE ALGUNOS PASOS PREVIOS, COMO ES LA
PURIFICACION DE LA 1GG HUMANA QUE SERA INOCULADA A CONEJOS
PARA LA OBTENCION DE UN SUERO QUE CONTENGA ANTICUERPOS AN-
T1-166 HUMANA, LA PURIFICACION DE ESTOS Y FINALMENTE SU CON-
JUGACION CON LA ENZIMA, UNA VEZ PRODUCIDO EL CONJUGADO,
SE REQUIERE DE SU ESTANDARIZACION PARA CONOCER LA DILUCIGN
QUE SERA UTILIZADA EN LAS PRUEBAS.

LA ESTANDARIZACION DEL METODO DE ELISA INCLUYE LA DETER-
MINACION DE LA DILUCION DEL SUERO DE PALOMA QUE SERA USADA
PARA SENSIBILIZAR LA PLACA Y LA DETERMINACION DE LA DILU-
C10N DE LOS SUEROS DE PACIENTES QUE SERAN ESTUDIADOS.

EL SIGUIENTE ESQUEMA MUESTRA EL DIAGRAMA DE TRABAJO DE-
SARROLLADO EN NUESTRO ESTUDIO:
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2. DESARROLLO DEL METODO ELISA.
2.1 ANTIGENOS DE PALOMA.

DEBIDO A QUE EL SUERC DE PALOMA CONTIENE LOS ANTIGENOS
MAS IMPORTANTES QUE CAUSAN LA NEUMONITIS POR HIPERSENSIBI-
LIDAD A PROTEINAS DE PALOMA, ESTE FUE UTILIZADO COMO FUEN-
TE DE ANTIGENO PARA LA PRUEBA, EL. SUERO DE PALOMA SE
OBTUVO POR CENTRIFUGACION DE SANGRE EXTRAIDA POR PUNCION
CARDIACA DE PALOMAS. ToDO EL SUERO FUE GUARDADO A -40°C
HASTA SER USADO,

2.2 OBTENCION DEL SUERO ANTI-1GG HUMANA,
2.2.1 PURIFICACION DE 16G HUMANA.

SE 0BTUVO 166G HUMANA DE UNA MEZCLA DE SUEROS HUMANOS NOR-
MALES (SHN) OBTENIDOS A PARTIR DE SANGRE DE DONADORES SANOS.

LAS INMUNOGLOBULINAS FUERON PRECIPITADAS CON SULFATO DE
AMONIO SATURADC HASTA ALCANZAR UNA CONCENTRACION DEL 507 DE
SATURACION A PARTIR DEL SUERO, SIGUIENDO LA TECNICA DE PRE-
CIPITACION CON SALES NEUTRAS (APENDICE 1), CON ESTA CONCENTRA
CION SE ASEGURA LA MAXIMA PRECIPITACIGN DE GAMMAGLOBULINA,
AUNQUE SE ENCUENTRAN CONTAMINADAS CON OTRAS FRACCIONES, POR
L0 QUE ESTE PASO SOLO SE CONSIDERA UNA SEMIPURIFICACION,

EL PRECIPITADO OBTENIDO SE REDISUELVE Y COM EL FIN DE AUMEN-
TAR LA PUREZA DE LA [GG, SE PASA A TRAVES DE UMNA COLUMNA DE
INTERCAMBIO IONICO DE DIETILAMINOETIL CELULOSA EN UNA SOLU-
CION AMORTIGUADORA DE F0SFATOS 0.01M A PH 8.0; cON ESTO SE
ASEGURA LA RETENCION DE TODAS LAS PROTEINAS CON CARGA NETA
NEGATIVA DEJANDO PASAR ONICAMENTE GAMMAGLOBULINAS EN SU MA-
YORIA 166,
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SE DETERMINO LA ABSORBANCIA A 280NM DE CADA UNA DE LAS
FRACCIONES COLECTADAS Y SE JUNTARON LAS QUE DIERAN UNA LEC-
TURA MAYOR A 0,200 pE D.O, LA 1GG PURIFICADA FUE CONCEN-
TRADA POR ULTRAFILTRACION CON UN EQUIPO DE FILTRACION MILLI-
PoRE CX 10, [.LA CONCENTRACION PROTEICA FUE CUANTIFICADA
POR EL METODO DE LOWRY (APENDICE 1) Y AJUSTADA A SMG/ML.

PARA DETERMINAR LA PUREZA DE LA [GG EN LA FRACCION CON-
CENTRADA SE CORRIO UNA INMUNOELECTROFORESIS (APENDICE [[).
EN ESTE ENSAYO SE CORRIERON TANTO UNA MUESTRA DE SHN, como
UNA MUESTRA DE LA PROTEINA PURIFICADA CONTRA SUERO ANTI-HU-
MANO POLIVALENTE OBTENIDO EN CONEJO, LA PROTEINA PURIFI-
CADA MOSTRO UNA BANDA AISLADA DE PRECIPITACION CON MOVILI-
DAD GAMMA,

2.2.2 OBTENCION DE SUERO ANTI-I1GG HUMANA.

PARA OBTENER EL SUERO ANTI-IGG HUMANA SE INOCULARON DOS
CONEJOS DE ACUERDO AL SIGUIENTE ESQUEMA DE INMUNIZACION (28):

SEMANA DIA VIA DE INOCULACION Y DOSIS
1A, 1 GANGLIOS POPLITEOS Y SUBCU-
TANEA. 2MG .,
3A. 21 INTRAMUSCULAR Y SUBCUTANEA
MG,
BA, 42 . SANGRTA DE PRUEBA
INTRAMUSCULAR 2MG,

8A, 63 SANGRADO A BLANCO
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SE UTILIZARON CONEJOS DE LA RAZA NUEVA ZELANDA DE 2.5KG
DE PESO Y ANTES DE PROCEDER A LA INMUNIZACION SE REALIZO UN
SANGRADO PREVIO CON EL FIN DE TENER UN SUERO CONTROL NEGATI-
VO, CADA CONEJO FUE INMUNIZADO POR VIA SUBCUTANEA Y VIA
GANGLIOS POPLITEODS, SE INYECTARON 0.2ML DE UNA SOLUCION
AL 2,57 DE AZUL DE EVANS EN SOLUCION SALINA ISOTONICA ENTRE
LOS COJINETES DE CADA UNA DE LAS PATAS TRASERAS DEL CONEJO
UNA HORA ANTES DE LA CIRUGIA, EL CONEJO SE ANESTESIO CON
ETER, SE RASURO Y SE HICIERON INCISIONES EN LA PARTE POSTE-
RIOR DE LOS MUSLOS; SE LOCALIZARON LOS GANGLIOS TENIDOS DE
AZUL POR EL COLORANTE,

LAS PRIMERAS INMUNIZACIONES SE REALIZARON INYECTANDO A
CADA ANIMAL 2MG DE ]G0 HUMANA EMULSIFICADOS CON 1ML DE AD-
YUVANTE COMPLETO DE FREUND EN DOS SITIOS LINFATICOS Y EN
CUATRO SITI0S SUBCUTANEOS. A LAS 3 SEMANAS SE REPITIO LA
INMUNIZACION EN CUATRO SITIOS SUBCUTANEOS Y DOS SITIOS IN-
TRAMUSCULARES, A LAS 3 SEMANAS SE REALIZO UNA SANGRIA DE
PRUEBA POR PUNCION EN LA VENA MARGINAL DE LA OREJA, APLICAN-
DOSE UN REFUERZO POR VIA INTRAMUSCULAR Y SE DETERMING EL TI-
TULO DE ANTICUERPOS ANTI~IGG HUMANA POR INMUNODIFUSION DO-
BLE (IDD) DE ACUERDO AL METODO DE QUCHTERLONY (APENDICE I1).
SE PRUEBAN DILUCIONES SERIADAS DEL SUERO ANTI-IGG HUMANA
(1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32) FRENTE A SHN, DE ACUERDG AL
RESULTADO DE LA SANGRIA DE PRUEBA, SI EL TITULO ES ADECUA-
DO SE PROCEDE A SANGRAR AL ANIMAL PARA OBTENER EL MAXIMO DE
SUERO POSIBLE POR MEDIO DE UNA PUNCIGN CARDIACA,

2.2.3 PURIFICACION DE ANTICUERPOS ANTI-IGG HUMANA.

EL SUERO DE CONEJO SE FRACCIONA CON SULFATO DE AMONIO
SATURADO PARA SEPARAR LAS INMUNOGLOBULINAS QUE CONTIENEN LA
ANTI-1GG HUMANA (APENDICE [). POSTERIORMENTE LOS ANTICUER-
POS ESPECIFICOS SE PURIFICAN A PARTIR DE ESTA FRACCION POR
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ADSORCION A UNA FASE INSOLUBLE DE GAMMAGLOBULINA HUMANA S1-
GUIENDO LA TECNICA DE AVRAMEAS Y TERNYNCK QUE CONSISTE EN
ADSORBER ESTOS ANTICUERPOS A UNA MATRIZ INSOLUBLE DE GAMMA-
GLOBULINA HUMAMA Y ELUIRLOS CON UNA SOLUCION AMORTIGUADO-
RA DE GLICINA-HCL A PH 2.8 (APENDICE 11). LA CONCENTRACIGN
PROTEICA DE LA FRACCION PURIFICADA QUE UNICAMENTE CONTIE-
NE ANTICUERPO ANTI-IGG HUMANA FUE DETERMINADA POR EL METO-
DO DE LOWRY Y AJUSTADA A 2MG/ML.

2.3 OBTENCION DEL CONJUGADO ANTI-IGG HUMANA-FOSFATASA
ALCALINA,

LA CONJUGACION DE LA ANTI-IGG HUMANA CON LA FOSFATASA
ALCALINA SE LOGRA CON EL METODO DE DOS PASOS DE AVRAMEAS Y
TERNYNCK (4) SIGUIENDO LA SIGUIENTE TECNICA:

1. SE CENTRIFUGA LA FOSFATASA ALCALINA DE FUENTE COMERCIAL
(0.16ML,5.U4M6/ML) QUE SE ENCUENTRA PRECIPITADA EN SULFATO
DE AMONIO SATURADO. SE DESECHA EL. SOBRENADANTE,

2. SE DISUELVE LA FOSFATASA ALCALINA EN 0.5ML DE SOLUCION

AMORTIGUADORA DE FOSFATOS 0.1M PH 6,8 SE DIALIZA DU-
RANTE LA NOCHE CONTRA LA MISMA SOLUCION.
3., SE ARADE 0,1ML DE GLUTARALDEHIDO 1.2%. SE AGITA SUA-

VEMENTE DURANTE UNA HORA A TEMPERATURA AMBIENTE,

4. SE DIALIZA CONTRA SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS 0.1M
PH 6.8 DURANTE DOS HORAS.

5. SE ANADE O.UML DE ANTI-16G HUMANA CON UNA CONCENTRACION DE
UMG/ML,SE AGITA POR DOS HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE,

6, SE DIALIZA CONTRA UNA soLuciON DE Tris 0.05M PH 8.0 pu-
RANTE LA NOCHE,

7. SE LLEVA A UML CON LA soLuciON DE Tris 0.05M pH 8.0 EL
CUAL CONTIENE 1% DE ALBUMINA SERICA BOVINA Y 0.02% DE AZl-

DA DE SODIO, SE GUARDA EN LA OSCURIDAD A 4°C,
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2.4 ESTANDARIZACION DEL METODO DE ELISA.

2.4.1 DETERMINACION DE LA DILUCION OPTIMA DEL CONJUGADO
ANTI-16G HUMANA-FOSFATASA ALCALINA,

PARA DETERMINAR ESTA DILUCION SE REQUIERE DE UNA PLACA
SENSIBILIZADA CON 1GG HUMANA, PARA ELLO SE PREPARA UNA SO-
LUCION DE 166G HUMANA DE 100NG/ML EN SOLUCION AMORTIGUADORA
DE CARBONATO DE SODIO-BICARBONATC DE S0DIO 0.05M PH 9.6 ¥
SE PONEN 200 MICROLITROS DE ESTA SOLUCION A CADA POZO DE
LA PLACA, [LAS PLACAS UTEILIZADAS SON DE POLIESTIRENO CON
P0OZOS DE FONDO PLANO, ESTAS FAVORECEN QUE LAS PROTEINAS
SE ADHIERAN A LA PARED DE LOS POZ0S, LO QUE SE FAVORECE
AUN MAS AL USAR UNA SOLUCION ALCALINA COMO LA DE CARBONA-
T0S. LA PLACA SE INCUBA DURANTE 18 HORAS A 4°C EN CA-
MARA HOMEDA, AL TERMINO DE LA INCUBACION, LA PLACA SE
LAVA 3 VECES CON SOLUCIGN SALINA AMORTIGUADA CON FOSFATOS
(SSAF) 0,0IM pH 7.4 CONTENIENDO 0,057 DE Tween 20 vy 0.02%
DE AZIDA DE SODIO, DEJANDO ESTA SOLUCION DE 3-5 MINUTOS
ANTES DE ENJUAGARSE EN CADA OCASION. El. LAVADO SE DEBE
HACER PARA ASEGURAR QUE NO SE QUEDEN RESIDUOS DE [GG EN SO-
LUCION QUE NO SE HAYAN PEGADO A LA PARED DE LOS POZOS,
DESPUES DE LAVAR LA PLACA ES NECESARIO ASEGURAR QUE LOS PO-
Z0S QUEDEN TOTALMENTE RECUBIERTOS PARA EVITAR QUE MAS ADE-
LANTE SE ADHIERA INESPECIFICAMENTE EL CONJUGADO, LO QUE
PRODUCIRIA UNA REACCION FALSA POSITIVA. PARA LOGRAR ES-
TE BLOQUEQ SE DEBE UTILIZAR UNA SOLUCION PROTEICA QUE NO
REACCIONE CON LA ANTI-IGG HUMANA DEL CONJUGADO, EN ESTE
ESTUDIO FUE UTILIZADA UNA SOLUCION DE ALBOMINA SERICA HU-
MANA (ASH) QUE CONTENTA 0.04MG/ML., SE ARADEN 200 MIcRO-
LITROS A TODOS LOS POZOS Y SE INCUBA UNA HORA A 37°C EN
CAMARA HOMEDA, LA CONCENTRACION Y EL TIEMPO DE INCUBA-
CION FUERON FIJADOS ARBITRARIAMENTE CONSIDERANDOLOS SUFI-
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CIENTES PARA EL BLOQUEO DE LOS P0OZOS.  SE REPITE LA O-
PERACION DE LAVADO ¥ SE ANADEN 200 MICROL!TROS POR DUPLI-
CADO DE DILUCIONES DEL CONJUGADO ANTI-I1GG-FOSFATASA ALCA-
LINA, CON EL FIN DE DETERMINAR LA DILUCION OPTIMA DE ESTE,
SIN QUE PIERDA ACTIVIDAD ENZIMATICA E INMUNOLOGICA PARA

SER UTILIZADA EN LAS PRUEBAS,  LAS DILUCIONES PROBADAS
FUERON: 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 v 1:1000, usANDo-
SE COMO DILUYENTES LA MISMA SOLUCION DE SSAF TWEEN. LA
PLACA SE INCUBA UNA HORA A 37°C EN CAMARA HUMEDA,  SE LA-
VA PARA ELIMINAR EL EXCESO DE CONJUGADO QUE NO SE PEGO Y

SE ANADEN 200 MICROLITROS DEL SUSTRATO DE LA FOSFATASA AL-
CALINA.,  EN ESTE CASO FUE UTILIZADO EL P-NITROFENIL FOS-
FATO DE FUENTE COMERCIAL A UNA CONCENTRACION DE IMG/ML EN
SOLUCION AMORTIGUADORA DE DIETANOLAMINA PH 9.8.  SE INCU-
BA A TEMPERATURA AMBIENTE EN CAMARA HOMEDA. LA REACCION
ENZIMATICA SE PARA CON 100 MIcROLITROS DE NAQH 3M, 30 MINU-
TOS DESPUES Y SE LEE LA ABSORBANCIA A 4OSNM EN UN ESPECTRO-
FOTOMETRO USANDO COMO BLANCO EL SUSTRATO SIN REACCIONAR.

EN ESTE CASO SE UTILIZO UN ESPECTROFOTOGMETRO CON MICROCELDA
DE FLUJO, LO QUE PERMITE HACER LECTURAS CON APROXIMADAMENTE
500 MICROLITROS DE MUESTRA.  ES IMPORTANTE QUE EN TODOS
LOS CONJUGADOS QUE SE PREPAREN Y EN LAS PRUEBAS QUE SE REA-
LICEN MAS ADELANTE, SE MANTENGAN LAS CONDICIONES SIEMPRE
IDENTICAS INCLUSO EN EL USO DEL MISMO ESPECTROFOTOMETRO.

CONTROLES:
1. SE USAN 2 P0ZOS QUE SE SENSIBILIZAN CON IGG Y NO SE BLO-
QUEAN CON ASH EN EL SEGUNDO PASO DEL ENSAYO.
2. Dos P0ZOS SENSIBILIZADOS €ON I6G HUMANA A LOS CUALES NO
SE LES ADICIONA CONJUGADO SINO UNICAMENTE SSAF,
3, Dos POZOS QUE SE SENSIBILIZAN CON ALBUMINA SERICA BOVINA
100NG/ML EN SOLUCION AMORT IGUADORA DE CARBONATOS.
4, DOs POZOS QUE NO SE SENSIBILIZAN SINO QUE UNICAMENTE SE
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ANADE SOLUCION AMORTIGUADORA DE CARBONATOS.

LA DILUCION DEL CONJUGADO QUE DE UNA LECTURA DE 1.000 DE
DENSIDAD GPTICA, SE CONSIDERA LA OPTIMA Y SE USA COMO DILU-
CI16N DE TRABAJO ESTANDAR PARA PRUEBAS FUTURAS (60,17).

2.4,2 DETERMINACION DE LA DILUCIGN OPTIMA DE ANTIGENO (SUE
RO DE PALOMA) Y DE SUEROS CONTROLES POSITIVOS Y NE-
GATIVOS, :

LA PLACA SE SENSIBILIZA CON DILUCIONES DEL SUERO DE PA-
LOMA EN SOLUCION AMORT IGUADORA DE CARBONATOS 0.05M PH 9.6.
LAS DILUCIONES PROBADAS FUERON: 1:50, 1:100, 1:200 v 1:400
Y SE ARADEN 200 MICROL ITROS DE CADA DILUCION A CADA 2 POZ0S
(POR DUPLICADO) SE INCUBA 18 HORAS A U4°C EN CAMARA HOMEDA
(59).  DE aQuf SE ESCOGERA LA DILUCION A USAR PARA RECU-
BRIR LA PLACA EN TODAS LAS DETERMINACIONES QUE SE REALICEN,
SE LAVA, SE BLOQUEA CON ASH, SE LAVA NUEVAMENTE Y SE ADICIQ
NAN 200 MICROLITROS DEL CONTROL POSITIVO (SUERO DE PACIENTES
CON ANTICUERPOS ANTI-PROTE{NAS DEL SUERO DE PALOMA DESMOS-
TRADOS POR EL METODO DE CIEF) Y DEL CONTROL NEGATIVO (SUERO
DE DONADORES SANOS PROBADOS EN CIEF) bprLufpos 1:10, 1:29,
1:40, 1:100, 1:200 v 1:400, DE AQU{ SE ESCOGERA LA DILUCION
PARA TRABAJAR SIEMPRE EL SUERO DEL PACIENTE, ADEMAS SE CORRE
UNA FILA DE POZOS QUE SE SENSIBILIZAN CON SSAF TWEEN UNICA-
MENTE,  SE INCUBA LA PLACA 30 MINUTOS A 37°C EN CAMARA
HOMEDA . SE LAVAN LOS POZOS Y EN EL SIGUIENTE PASO SE ANA-
DEN 200 MICROLITROS DE LA DILUCION OPTIMA DEL CONJUGADO Y
SE INCUBA UNA HORA A 37°C EN CAMARA HUMEDA. SE LAVA DES-
POES DE LA INCUBACION Y SE ADICIONAN 200 MICROLITROS DE SUS
TRATO P-NITROFENIL FOSFATO EN SOLUCION AMORTIGUADORA DE DIE-
TANOLAMINA PH 8.8, SE INCUBA A TEMPERATURA AMBIENTE EN
CAMARA HOMEDA DURANTE 5 MINUTOS PARA EL DESARROLLO DE COLOR
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AMARILLO EN LOS P0OZOS; ESTE TIEMPO SERA SIEMPRE EL MISMO AL
CORRER LOS PROBLEMAS. DESPUES DE LA INCUBACION LA REACCIGN
ENZIMATICA SE DETIENE cON 100 MICROLITROS DE NAOH 3M v SE

LEE LA ABSORBANCIA A H4O5NM,

2,4,3  DETERMINACION DEL VALOR BASE DE DENSIDAD GPTICA (D.0.)
PARA SUEROS NEGATIVOS,

UNA VEZ DETERMINADA LA DILUCIGN DEL CONJUGADO ANTI-16G
HUMANA-FOSFATASA ALCALINA QUE SE USARA, LA DILUCION DEL SUE-
RO DE PALOMA PARA SENSIBILIZAR LA PLACA Y LA DILUCION DE LOS
SUEROS DE PACIENTES QUE SE ANALIZARAN, ES NECESARIO DETERMI-
NAR UN VALOR BASE DE D.0., PARA SUEROS NEGATIVOS ARRIBA DEL
CUAL, CUALQUIER VALOR REPRESENTARA PRESENCIA DE ANTICUERPOS
CONTRA PROTETNAS DEL SUERO DE PALOMA, ES DECIR, UN RESULTADO
POSITIVO, PARA ELLO SE REALIZO EL ENSAYO INMUNOENZIMATI-
CO CON 48 SUEROS DE INDIVIDUOS APARENTEMENTE SANOS. EL
VALOR BASE SE DETERMINO CALCULANDO LA MEDIA ARITMETICA (X)
DE LA D.0., DE LOS 48 SUEROS SUMADA A DOS VECES EL VALOR DE
SU DESVIACION ESTANDAR,

3. DETERMINACION DE ANTICUERPOS DE CLASE 16G EN MUESTRAS
DE PACIENTES CON NEUMONITIS INTERSTICIAL POR HIPERSEN
SIBILIDAD A PROTEINAS DEL SUERO DE PALOMA.

3.1 MEtobo DE ELISA,

EL METODO INMUNOENZIMATICO DE ELISA FUE UTILIZADO EN LOS
SIGUIENTES GRUPOS DE PACIENTES:
Gruro I, TRECE PACIENTES CON DIAGNOSTICO CLINICO DE NEUMD
NITIS INTERSTICIAL POR HIPERSENSIBILIDAD A PROTEINAS DEL SUE
RO DE PALOMAS. EL DIAGNOSTICO CLINICO SE BASO EN LAS SI-
GUIENTES EVIDENCIAS:
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- ANTECEDENTES DE CONTACTO CON PALOMAS, YA SEA DIRECTO POR
CONVIVENCIA CON LOS ANIMALES Y ASEO DE SU VIVIENDA O INDI-
RECTO, CUANDC LOS ANIMALES EXISTIAN EN CERCANIA DE LA HABI-
TACION DEL ENFERMO,

- DEFECTO FUNCIONAL PULMONAR PREDOMINANTE 0 EXCLUSIVAMENTE
RESTRICTIVO,

- ESTERTORES SUBCREPITANTES CRUJIENTES,

- RADIOGRAFIA DE TORAX CON SIGNOS DE ENFERMEDAD INTERSTI-
CIAL.

- BIOPSIA PULMONAR CON NEUMONITIS INTERSTICIAL DIFUSA Y/0
GRANULOMAS,

~ MEJORTA CLINICA Y FUNCIONAL AL SUSPENDERSE LA EXPOSICION
AON EN AUSENCIA DE TRATAMIENTO,

- COMO CRITERIO DE EXCLUSION: AUSENCIA DE OTRA ENFERMEDAD
CAPAZ DE EXPLICAR EL CUADRO,

GruPo 11, NUEVE PACIENTES CON OTRC TIPO DE NEUMOPATIAS.

3,2 ENSAYO DE INHIBICION DEL METODO ELISA,

ESTE ENSAYO SE REALIZO CON EL FIN DE ESTABLECER LA ES-
PECIFICIDAD DEL METODO. EL ESTUDIO POR INHIBICION FUE EL
SIGUIENTE!

PREVIAMENTE A LA DETERMINACION DE LOS ANTICUERPOS POR EL
METCDO DE ELISA, SE INTENTO NEUTRALIZAR UN SUERO CONTROL
POSITIVO (SUERO CON ANTICUERPOS DE CLASE [GG ANTI-PROTEINAS
DE PALOMA) CON (A) SUERO DE CONEJO ANTI-IGG HUMANA Y (B) CON
ANTIGENO DE PALOMA,
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MUESTRA  INHIBIDOR
(0.1ML) (0,1mL)
CoNTROL + ANTI- 166
CoNTROL + ANTI- 166 1:5
CoNTROL + ANTI- 166 1:10
ConTROL + AG PALOMA
CONTROL + 1:2 AG PALOMA
CONTROL + 1:4 Ac PALOMA

SE INCUBA 30 MINUTOS A 37°C, SE CENTRIFUGA, SE TOMA SOBRE-
NADANTE Y SE REALIZA ELISA,.

3.3 DETERMINACION DE ANTICUERPOS EN PACIENTES CON NEU-
MONITIS INTERSTICIAL POR HIPERSENSIBILIDAD A PALO-
MA POR CIEF.

SE REAL1ZO EL ANALISIS DE CIEF DE SUEROS DE PACIENTES
QUE RESULTARON POSITIVOS EN EL ENSAYO INMUNOENZIMATICO, CON
SUEROC SIN DILUIR Y DILUCIONES 1:5, 1:10 v 1:50, CONTRA EL
SUERO DE PALOMA, LA TECNICA DE CIEF SE DETALLA EN EL A-
PENDICE IT.

4, ESTUDIOS REALIZADOS EN L1QUIDO DE LAVADO BRONCOALVEQ
LAR (LBA) EN PACIENTES CON NEUMONITIS INTERSTICIAL
POR HIPERSENSIBILIDAD A PALOMA.

LoS ESTUDIOS SE REALIZARON CON 19 PACIENTES CON ENFER-
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MEDAD PULMONAR QUE ESTABAN SIENDO ESTUDIADOS COMO PROTOCOLO
DE NEUMONITIS INTERSTICIAL Y PARA LO CUAL SE REALIZO UN LA-
VADO BRONCOALVEOLAR.

EN TODOS LOS PACIENTES SE REALIZG LA DETERMINACION DE
ANTICUERPOS ANTI~-PROTEINAS DE PALOMA EN SUERO Y EN LBA PoR
1.0S METODOS DE ELISA v CIEF.(TODOS LOS LIQUIDOS DE LAVADO

BRONCOALVEOLAR ESTUDIADOS POR EL METODO DE ELISA FUERON DI-
LufDos 1:10). ADEMAS SE REALIZO UN ESTUDIO DE INHIBICION DE
ELISA EN LOS LIQUIDOS Y SE DETERMING EL PORCIENTO DE INHIBI-
CION,
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Iv. RESULTADOS Y DISCUSION.
1. PURIFICACION DE IsG HUMANA.

DE ACUERDO AL DIAGRAMA DE TRABAJO ESTABLECIDO, EL PRI-
MER PASO PARA LA PRODUCCION DEL CONJUGADO ANTI -IGG HUMA-
NA-FOSFATASA ALCALINA FUE LA PURIFICACION DE 1GG HUMA~-
NA PARA SU INOCULACION EN CONEJOS Y ASI OBTENER UN SUERO
MONOESPECIFICO ANTI-IGG HUMANA.

L0S PASOS EN LA PURIFICACION Y SUS RESULTADOS FUERON
LOS SIGUIENTES:

1,1 PRECIPITACION DE INMUNOGLOBULINAS HUMANAS CON SUL-
FATO DE AMONIO SATURADO (SAS),

SE REALIZO UNA PRECIPITACION DE GLOBULINAS CON SAS cON
EL FIN DE LOGRAR UNA SEMIPURIFICACION DE [GG, PARA DE-
MOSTRAR QUE LA GG QUEDG EN LA FRACCIGN PRECIPITADA, SE
REALIZO UNA ELECTROFORESIS DE PROTE[NAS EN ACETATO DE CE-
LULOSA DE ESTA FRACCION REDISUELTA Y SE COMPARG CON LA
DE LA FRACCION DE PROTEINAS QUE QUEDARON EN SOLUCION.
L0S PATRGNES ELECTROFORETICOS LEIDOS EN DENSITOMETRO MUES-
TRAN QUE LAS PROTEINAS PRECIPITADAS SON PRINCIPALMENTE
BETA Y GAMMA GLOBULINAS MIENTRAS QUE EL SORRENADANTE TIENE
UNA ALTA CONCENTRACION DE ALBUMINA:
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u3

GAMMA

BETA

ALFA

ALFA 1

DISTANCIA DE CORRI-
MIENTO,

Fi6, 6 ELECTROFORESIS DE PROTEINAS DE LA FRACCION PRECIPI-

D.0.

TADA CON SAS.

ALBOMINA

ALFA 2

BETA GAMMA

DISTANCIA DE CORRI-
MIENTO,

F1G. 7 ELECTROFORESIS DE PROTE[NAS DEL SOBRENADANTE DESPUES

DE LA ADICION DE SAS.
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1.2 CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO,

LA PUREZA DE LA IGG SE AUMENTO HACIENDO PASAR EL PRE-
CIPITADO REDISUELTO A TRAVES DE UNA COLUMNA DE DEAE CELU-
LOSA, LA FRACCIGN PROTEICA QUE FUE ELUIDA DE LA COLUM-
NA MOSTRG EN ELECTROFORESIS EN ACETATO DE CELULOSA UN SOLO
PICO DE PROTEINAS CORRESPONDIENTE A GAMMAGLOBULINAS EN SU
MAYORTA A 166, EL RESTO DE LAS PROTEINAS FUERON RETENI-
DAS EN LA COLUMNA, (FI1G. 8).

D.0. , GAMMA

DISTANCIA DE CORRIMIENTO

Wi

Fre, 8 ELECTROFORESIS DE LA PRIMERA FRACCION DE PROTEf-
NAS ELUIDA DE LA COLUMNA DE DEAE-CELULOSA.
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1.3 INMUNOELECTROFORESIS DE LA FRACCION PROTEICA NO
RETENIDA POR DEAE CELULOSA.

EsTA IEF FUE REALIZADA CON EL FIN DE CONOCER LA COMPO-
SICION DE LA PROTEINA ELUIDA DE LA COLUMNA DE DEAE ceLuLo-
SA Y DE DETERMINAR SU PUREZA, LA PRUEBA MOSTRO UNA SOLA
BANDA DE PRECIPITACION HETEROGENEA CON MOVILIDAD GAMMA,
ESTA BANDA FUE COMPARADA CON UN PATRON EN LA LITERATURA
(55), CON LO QUE SE DEMOSTRO QUE CORRESPONDIA A 16G, (Fig. 9).

S”N\_Q_)QE:M

o ANTI SHN

FRACCION DEAE

Fi6. 9 IEF DE LA FRACCION OBTENIDA DE LA COLUMNA DE DEAE
CELULOSA,

2, OBTENCION Y PURIFICACION DE ANTICUERPOS ANTI-16G
HUMANA

2.1 OBTENCIGN DE ANTICUERPOS ANTI-IGG HUMANA,

LA IGG HUMANA PURIFICADA FUE UTILIZADA PARA INOCULAR
CONEJOS QUE PRODUJERON UN ANTICUERPO QUE REACCIONO EN [EF
UNICAMENTE CON UNA PROTEINA DE LA FRACCION GAMMAGLOBULINA
DEL SUERO HUMANO NORMAL E HIZO IDENTIDAD INMUNOLOGICA CON
UN SUERO ANTI-IGG HUMANA DE FUENTE COMERCIAL, (F1G., 10).
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O SHN ANTI 166G HUMANA

- :\\\2” FRACCION DEAE +

~"o  SHN ANTI 166 HUMANA
(FTE, COMERCIAL)

F16. 10 IEF DEL ANTICUERPO ANTI-IGG HUMANA PRODUCIDO EN
CONEJO,

EL TITULO OBTENIDO EN LA SANGRIA DE PRUEBA AL HACER DI-
LUCIONES SERIADAS DEL SUERO INMUNE EN IDD FUE DE 1:8, EL
SUERQ FUE PURIFICADO POR LA TECNICA DE AVRAMEAS Y TERNINCK
PARA OBTENER EL ANTICUERPO ANTI-1GG HUMANA MONOESPECIFICO.

3. ESTANDARIZACION DEL METODO DE ELISA.

ESTA ESTANDARIZACION SE REALIZO DESPUES DE CONJUGAR EL
ANTICUERPO ANTI-1GG HUMANA CON LA FOSEATASA ALCALINA POR LOS
METODOS YA DESCRITOS,

3.1 DETERMINACION DE LA DILUCION OPTIMA DEL CONJUGADO
ANT1-16G HUMANA-FOSFATASA ALCALINA,

ESTA DETERMINACION SE REALIZO CON EL FIN DE CONOCER LA
MAXIMA DILUCION DEL CONJUGADO PREPARADO QUE MANTENGA SU
ACTIVIDAD TANTO ENZIMATICA COMO INMUNOLOGICA Y SE CONSIDE-
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RA OPTIMA CUANDO SE PRODUCE UNA COLORACION AMARILLA EN LA
REACCION CON EL P-NITROFENLL FOSFATO QUE AL SER LEIDA EN
UN ESPECTROFOTOMETRO A U405NM DE UNA LECTURA DE DENSIDAD
6pTIcA DE 1,000,

LAS DILUCIONES PROBADAS Y LOS RESULTADOS OBTENIDOS SE
ENCUENTRAN EN LA SIGUIENTE TABLA:

TABLA #2
DiLuci6N DEL
CONJUGADO D.0, 405nM LECTURA REAL1ZADA
- 30 MIN. DESPUES DE
1:50 - LA ADICIGN DEL SUS-
1:100 - TRATO A TEMPERATURA
1:200 AMBIENTE,
1:400 1.89Yy
1:800 0.810 BLANCO: SOLUCION DE
1:1000 0.312 SUSTRATO SIN REACCIO-
NAR 1]

* LECTURA EXCEDIDA,

DILUCIONES DEL CONJUGADO ANTI-IGG HUMANA-FOSFATASA ALCALI~
NA PROBADAS PARA LA DETERMINACION DE LA DILUCION GPTIMA,

DE ACUERDO A ESTOS RESULTADOS, SE ESCOGI6 COMO OPTIMO
DILUIR EL CONJUGADO 1:600 CONSIDERANDO QUE LA DILUCION
1:400 DA UNA LECTURA MUY ALTA Y LA 1:800 SE ENCUENTRA POR
DEBAJO DE 1.000 pe D.0.

LoS VALORES DE D.0. OBTENIDOS EN LOS CONTROLES UTILI-
ZANDO EL CONJUGADC DILuIDO 1:600 SE MUESTRAN EN LA SIGUIEN-
TE TABLA:
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TABLA # 3
SENSIBILIZACION | BLoaueo ASH | ConJuGADO | D0, 40O5NM
166 Sl SI 1.036
[66 "~ NO Sl 1,275
166G S1 NO 0.161
ASB Sl SI 0.120
SOL, AMORT, Si §1 0.374

D,0. DE LOS CONTROLES AL ESTANDARIZAR EL CONJUGADO ANTI-
[66 HUMANA-FOSFATASA ALCALINA,

LA LECTURA DE D.0. AL REALIZAR EL ENSAYO SIN BLOQUEO
ES MAYOR A LA QUE SE OBTIENE ADICIONANDO ASH CUANDO LOS
POZOS FUERON SENSIBILIZADOS CON 16G Y CON SOLUCION AMOR-
TIGUADORA, LO QUE INDICA QUE EL CONJUGADO ANTI-[GG HUMA-
NA-FOSFATASA ALCALINA SE PEGA INESPECIFICAMENTE A LAS PA-
REDES DE LOS P0OZOS Y QUE AL RECUBRIRLAS CON UNA PROTE[NA
BLOQUEADORA SE ELIMINA £STE PROBLEMA, LOS RESULTADOS
MUESTRAN LA NECESIDAD DE REALIZAR EL BLOQUEO EN EL SIS-
TEMA,

3.2 DETERMINACIOGN DE LA DILUCIGN OPTIMA DE ANTIGENO
(SUERO DE PALOMA) Y DE SUEROS CONTROLES POSITIVOS
Y NEGATIVOS.

LA DILUCION OPTIMA DE SUERO DE PALOMA ES AQUELLA QUE
RECUBRE LA PLACA CON EL ANTIGENO A UNA CONCENTRACION QUE
PUEDA SER RECONOCIDA POR EL ANTICUERPO, LA DILUCIGN
OPTIMA DE LOS SUEROS CONTROLES DEBE SER AQUELLA EN LA QUE
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LA DIFERENCIA DE D.0. ENTRE EL SUERO POSITIVO Y EL NEGATI-
VO SEA MAXIMA CON EL FIN DE LOGRAR DISCRIMINAR CLARAMENTE
ENTRE ESTOS Y ASI EVITAR TOMAR ALGUNA MUESTRA NEGATIVA COMO
POSITIVA O VICEVERSA,

|.A DETERMINACION SE REALIZO HACIENDG DILUCIONES TANTO
DEL SUERO DE PALOMA PARA SENSIBILIZAR LA PLACA COMO DE LOS
SUEROS CONTROLES SIMULTANEAMENTE,

LAS DILUCIONES PROBADAS DEL SUERO DE PALOMA FUERON 1:50,
1:100, 1:200, Y 1:400 MIENTRAS QUE LAS DEL SUERO CONTROL
FUERON 1:10, 1:20, 1:40, 1:100, 1:200 y 1:400.

DE ACUERDO A LOS RESULTADOS OBTENIDOS, LA DILUCION ES-
COGIDA COMO 6PTIMA DEL SUERO DE PALOMA PARA SENSIBILIZAR
LA PLACA FUE DE 1:400 Y LA DEL SUERO CONTROL (Y POR ELLO
LA DE LOS SUEROS PROBLEMA) FuE DE 1:200, ESTAS DILUCIO-
NES FUERON UTILIZADAS PARA TODAS LAS SIGUIENTES PRUEBAS.

3.3 DETERMINACION DEL VALOR BASE DE D.0., PARA SUEROS
NEGATIVOS.

SE PROBARON U8 MUESTRAS DE INDIVIDUOS APARENTEMENTE SA-
NOS Y SE ESTABLECIG EL VALOR MAXIMO NEGATIVO CON LOS RESUL-
TADOS OBTENIDOS:
N =48
LECTURA MAXIMA = 0,596
LECTURA MINIMA = 0,066
X = 0,223
D.s, = 0,136
X+ 2D.,s, = 0,495

§)

EN BASE A ESTO CUALQUIER MUESTRA QUE DE UNA LECTURA SU-
PERIOR A 0,495 SERA CONSIDERADA POSITIVA (PRESENCIA DE AN-
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TICUERPOS ANTI-PROTEINAS DEL SUERO DE PALOMA), MIENTRAS
QUE CUALQUIER MUESTRA QUE DE UNA LECTURA MENOR A 0.495
SERA CONSIDERADA NEGATIVA.

4, DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI-PALOMA DE CLASE
166 EN PACIENTES CON NEUMONITIS INTERSTICIAL POR
HIPERSENSIBILIDAD A PALOMA.

h,1 METoDO DE ELISA.

EL METODO DE ELISA ESTANDARIZADO PARA ESTA PRUEBA SE
RESUME EN LOS SIGUIENTES PASOS:
A) SENSIBILIZACION DE LA PLACA CON SUERO DE PALOMA 1:400.
B) BLoaueo con ASH O.08mG/ML,
C) ADICION DE SUEROS PROBLEMA 1:200,
D) ADICION DE CONJUGADO ANTI-1GG HUMANA-FOSFATASA ALCALINA
1:600,
E) ADICION DEL SUSTRATO P-NITROFENIL FOSFATO IMG/ML EN ME-
DIO ALCALINO DURANTE 5 MINUTOS.
F) INHIBICION DE LA REACCION ENZIMATICA cON NAOH 3M,
G) LECTURA EN ESPECTROFOTOMETRO A UO5NM.

CON EL METODO ESTANDARIZADO SE REALIZGO EL ESTUDIO EN
2 GRUPOS DE PACIENTES, QUE SE MUESTRAN EN LA TABLA # 4,
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TABLA # 4
D.0. 405nmM D.0. LO5nM
1 1.214 1 0.236
2 1,013 2 | 0.233
3 0,672 3 0.112
u 1,120 ] 0.128
5 0.621 5 0.106
b 0.679 6 0,224
7 0.997 7 0.104
8 0.602 8 0,470
9 1,460 9 0.164
10 1.331 GRUPO 11
11 1,295 PACIENTES CON OTRO TI-
12 0,691 PO DE NEUMOPATIAS
13 1,343
GRUPO 1

PACIENTES CON NEUMONITIS
INTERSTICIAL POR HIPERSEN
SIBILIDAD A PALOMA

4.2  ENSAYO DE INHIBICION DEL METODO ELISA.

LoS RESULTADOS DE LA INHIBICION DE ELISA cON SUERO DE
CONEJO ANTI-1GG HUMANA Y CON ANTIGENO DE PALOMA SE MUESTRAN
EN LA SIGUIENTE TABLA:
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TABLA # 5
MUESTRA [NHIBIDOR ELISA D.0. 4OSNM |
CoNTROL + ~ ANTI-166 0.817
ConTROL + AnT1-16G 1:5 1.178
CoNTROL + ANTI-166 1:10 1.325
CoNTROL + AG PALOMA 0.327
CONTROL 1:2 AG PALOMA 0.262
CONTROL 1:4 AG PALOMA 0.218
CONTROL + 1.353

INHIBICION DE ELISA coN ANTI-IGG Y ANTIGENO DE PALOMA,

CON ESTOS RESULTADOS SE DEMUESTRA QUE EL ANTIGENO DE
PALOMA ES CAPAZ DE INHIBIR TOTALMENTE LOS ANTICUERPOS DEL
SUERO POSITIVO EN LA REACCION PREVIA A LA PRUEBA INMUNOEN-
ZIMATICA MIENTRAS QUE EL SUERC DE CONEJO ANTI-IGG HUMANA
PARECE NO TENER LA CONCENTRACION NECESARIA PARA BLOQUEAR
TODOS L.OS ANTICUERPOS DEL SUERO POSITIVO POR LO QUE LA
INHIBICION LOGRADA ES MUY BAJA.

4.3 DETERMINACION DE ANTICUERPOS EN PACIENTES CON NEU-
MONITIS INTERSTICIAL CON HIPERSENSIBILIDAD A PALO
MA POR CONTRAINMUNOELECTROFORESIS (CIEF).

SE CORRIERON 9 SUEROS POSITIVOS ANTI-PALOMA SIN DILUIR
Y EN DILUCIONES 1:5, 1:10 v 1:50 QUE FUERON PROBADOS PRE-
VIAMENTE EN ELISA, TRES DE ELLOS FORMARON BANDA DE PRE-
CIPITACION HASTA LA DILUCION 1:10, EL RESTO UNICAMENTE
D10 BANDA DE PRECIPITACION CON SUEROS SIN DILUIR,
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5. ESTUDIOS REALIZADOS EN LIQUIDO DE LAVADO BRONCOAL-
VEOLAR EN PACIENTES CON NEUMONITIS INTERSTICIAL POR
HIPERSENSIBILIDAD A PALOMA.

LoS RESULTADOS SE EXPONEN EN FORMA COMPARATIVA EN LA
TABLA # 6.

LOS RESULTADOS MUESTRAN LA GRAN VENTAJA QUE REPRESEN-
TA EL METODO DE ELISA PARA LA DETERMINACION DE ANTICUERPOS
A MUY BAJAS CONCENTRACIONES COMO LO ES EN LBA EN COMPARA-
CION CON UNA TECNICA RUTINARIA (CIEF),
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TABLA # 6

DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI-PALOMA

QIAGNOS- SUERO LAVADO BRONCOALVEOLAR

No. AAE?OTRA CIEF ELISA *| CIEF ELISA * ENSAYO DE % DE
INHIBICION INHIB,

1 OTRA + 10,170 NEG | 0,736 0.069 91
2 AAE + 11,606 + [1.,788 0,136 92
3 OTRA + | 1,907 + | 1,950 0.139 93
4 AAE + 1.809 NEG | 1,900 0,127 93
5 AAE + | 1.114 NEG § 1,550 0.107 93
6 OTRA NEG | 0.060 NEG | 0.186
7 AAE + 1.345 NEG | 1.635 0.519 68
8 OTRA NEG | 0,154 NEG | 0,136 0,144 0
9 OTRA + | 1,612 NEG | 1,448 0.176 88
10 | oTRA NEG ] 0,071 NEG | 0,154
11 | oTRrA NEG | 0,341 NEG | 0,493
12 | OTRA NEG [ 0.250 | nEG | 0,134 .
13 ) oTrA NEG | 0,050 NEG | 0,094
14 | oTRA NEG | 0,015 NEG | 0,581
15 | AAE + 10,995 + 1.064
16 | AAE NEG | 0.769 NEG | 0,828
17 | oTRA NEG | 0,050 NEG | 0.035
18 | OTRrA NEG | 0.040 NeG | 0,085
19 | AAE + $.950 + 0.830

*D.0. 4O5NM,  VALORES NEGATIVOS <0,495

CoMPARACION DE RESULTADOS DE CIEF v ELISA EN SUERC Y LBA DE
PACIENTES CON ALVEOLITIS ALERGICA EXTRINSECA DEBIDA A ANTI-
GENOS DE PALoMA (AAE) Y OTRAS NEUMOPATIAS,
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DISCUSION,

LA DETERMINACION DE ANTICUERPOS CIRCULANTES CONTRA ALER
GENOS AMBIENTALES SE HA REALIZADO DESDE QUE SE REPORTO LA
NEUMONITIS POR HIPERSENSIBILIDAD, L0S PRIMEROS METODOS
EMPLEADOS EN SU ESTUDIO FUERON TECNICAS SIMPLES DE BAJA
SENSIBILIDAD COMO LA ENMUNODIFUSION DOBLE Y LA INMUNOELEC -
TROFORESIS QUE PERMITIERON CONOCER ALGUNAS CARACTERISTICAS
DE LOS ANTI{GENOS CAUSANTES DEL PADECIMIENTO. LA DEMOSTRA
CION DE ANTICUERPOS ANTI-PROTE{NAS DE PALOMA EN PACIENTES,
HA SIDO LA PRUEBA CONFIRMATIVA EN EL LABORATORIQ PARA EL
DIAGNGSTICO DE NEUMONITIS INTERSTICIAL POR HIPERSENSIBILI -
DAD A PALOMA, POR ELLO HA S1DO IMPORTANTE DESARROLLAR PRUE -
BAS MAS SENSIBLES Y QUE ESTEN AL ALCANCE DE CUALQUIER LA-
BORATORIO, La CIEF ES UNA PRUEBA QUE DE ACUERDO A ESTU-
DIOS PREVIOS EN NUESTRO LABORATORIO, HA DEMOSTRADO POSEER
ESTAS CARACTERISTICAS POR LO QUE ES UTILIZADA RUTINARIAMEN
TE (46).

EL INTERES QUE SURGIO PARA DESARROLLAR EL METODO DE
ELISA SE DERIVA DE LA NECESIDAD DE CONTAR CON UNA TECNICA
DE ALTA SENSIBILIDAD PARA ADAPTARLO A LA DETERMINACION DE
LOS ANTICUERPOS EN LIQUIDO DE LAVADO BRONCOALVEOLAR (LBA)
DONDE SE ENCUENTRAN EN BAJAS CONCENTRACIONES Y AST REALI
ZAR ESTUDIOS MAS PROFUNDOS SOBRE LA ETIOPATOGENIA DE LA
ENFERMEDAD ,

EL mETopo DE ELISA REQUIRIQ SER ESTANDARIZ ADO ANTES DE
SER APLICADO A LA DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI- PROTET -
NAS DE PALOMA EN SUEROS DE PACIENTES, POR LO QUE FUE NE-
CESARI O DETERMINAR LAS DILUCIONES OPTIMAS DE TRABAJO PARA
EL SUEROC DE PALOMA (ANT[GENO)}, LOS SUEROS PROBLEMA Y CON-
TROLES, EL CONJUGADO ANTI- [GG HUMANA-FOSFATASA ALCALINA Y
EL VALOR DE D.0. NORMAL POR ARRIBA DEL CUAL, CUALQUIER SUE -
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RO SE CONSIDERA POSITIVO, DE ACUERDO A LOS RESULTADOS OB
TENIDOS SE ESTABLECIO ESTE VALOR EN 0.485, QUE FUE DETERMI -
NADO EN BASE A LA SUMA DE LA MEDIA ARITMETICA DE LOS VALORES
OBTENIDOS MAS 2 \ECES SU DESYIACION ESTANDAR LO QUE IMPLICA
EL 957 DE POSITIVIDAD EN LOS CASOS EN ESTUDIO. Los SUERDS
CONTROL PROBADOS PREVIAMENTE EN CIEF CON RESULTADO POSITI -
VO Y LOS SUEROS DE PACIENTES CON DIAGNOSTICO CLINICO DE LA
ENFERMEDAD SIEMPRE FUERON SUPERIORES A ESTE VALOR BASE CON
L0 QUE SE DEMOSTRO LA VALIDEZ DE LA PRUEBA,

PARA ESTABLECER LA ESPECIFICIDAD DEL METODO DE ELISA SE
INTENTO INHIBIR LOS ANTICUERPOS PRESENTES EN UN SUERO PQSI -
TIVO CON ANTIGENO DE PALOMA Y CON ANTI~IGG HUMANA EN UNA
REACCION PREVIA Y DESPUES PROBARLOS EN ELISA. EN LA REAC-
CION CON EL ANTIGENO DE PALOMA SE OBSERVA QUE EFECTIVAMENTE
EXISTE INHIBICION DEL ANTICUERPO EL CUAL NO PUEDE ADHERIRSE
POSTERIORMENTE A LA PLACA DURANTE LA REACCION DE ELISA.

AL DILUIR EL SUERO POSITIVO EN ESTA REACCION DE INHIBICION,
DISMINUYE ADN MAS LA LECTURA DE D.0., DEMOSTRANDO QUE LA INHL
BICION ES MAYOR DEBIDO A QUE EXISTE MENOR CANTIDAD DE ANTI -
CUERPQ, Los RESULTADOS DE ELISA AL UTILIZAR COMO INHI -
BIDOR ANTI-IGG HUMANA MUESTRAN QUE TAMBIEN EXISTE INHIBICIGN
AUN CUANDO ES MENOR TAL VEZ PORQUE EL ANT ICUERPO ANTI-IGG
HUMANA NO SOGLO RECONOCE AL ANTICUERPO HUMANO ANTI-PROTEINAS
DE PALOMA SINO QUE TAMBIEN REACCIONA CON EL RESTO DE LAS

IGG PRESENTES EN EL SUERO. ESTE EFECTO DE INHIBICION SE
\e AUN MAS CON LAS DILUCIONES DEL ANTICUERPO ANTI-16G DONDE
SE OBRSERVA QUE LA INHIBICIGN VA SI1ENDO MENOR CONFORME DIS -
MINUYE EL INHIBIDOR, ES DECIR, CUANDO LA CANTIDAD DE ANTI -
CUERPO ANT!-1GG HUMANA DECRECE, CON ESTOS RESULTADOS SE DE
MUESTRA QUE EL METODO DE ELISA ES ALTAMENTE ESPECIFICO YA
QUE SOLO RECONOCE AL ANTIGENO DE INTERES Y QUE EL BLOQUEO DE
ESTE IMPIDE QUE LA REACCION SE LLEVE A CABO.
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COMO SE MENCIONG ANTERIORMENTE, EL OBJETIVO FUNDAMENTAL
DEL DESARROLLO DEL METODO DE ELISA ES EL DE DETERMINAR ANTI -
CUERPOS EN BAJAS CONCENTRACIONES DEBIDO A QUE TECNICAS COMO
CIEF DEMOSTRARON POSEER BAJA SENSIBILIDAD AL ESTUDIAR LIQuUI -
DOS EN DONDE LA CONCENTRACION DE ANTICUERPOS ES BAJA.
L0S RESULTADOS DE LAS PRUEBAS REALIZADAS CON LGS SUEROS PO-
SITIVoS EN CIEF, SE NEGATIVIZAN AL DILUIRLOS 1:10 v 1:50,
MIENTRAS QUE EN ELISA L0S SUEROS SE DILUYEN HASTA 200 VECES
Y SE MANTIENEN POSITIVOS ,

LA SENSIBILIDAD DEL METODO DE ELISA DEMUESTRA SU MAYOR
UTILIDAD EN LA DETERMINACIGN DE ANTICUERPOS EN LBA. EL
ESTUDIO COMPARATIVO REALIZADO CON 19 MUESTRAS DE PACIENTES
A QUIENES SE LES REALIZO EL LAVADO, DEMUESTRA LA CAPACIDAD
DEL METODO PARA RECONOCER LOS ANTICUERPOS PRESENTES MIENTRAS
QUE LA SENSIBILIDAD DE CIEF ES INSUFICIENTE PARA DEMOSTRAR-
LOS, LO QUE PERMITE CONFIRMAR LAS VENTAJAS DE NUESTRO METODO,
LOS RESULTADOS QUE SE MUESTRAN EN LA TABLA # © PERMITEN COM -
PARAR L0S METODOS DE CIEF v ELISA TANTO EN SUERO COMO EN
LBA:

CASI EN LA TOTALIDAD DE LOS PACIENTES ESTUDIADOS SE OBSERVA
UNA CORRELACION CON LA CLINICA: CUANDC SE DEMOSTRARON AN -

TICUERPOS EN EL SUERO 0 EN LBA, SE CONFIRMOG EL DIAGNGSTICO

CLINICO Y CUANDO EL RESULTADO DE LA DETERMINACION FUE NEGA-
TIVO, EL DIAGNOGSTICC CLINICO FUE OTRO,

EXISTEN ALGUNAS EXCEPCIONES EN DONDE ESTO NO OCURRE:
EL PACIENTE NOMERO 1 ES EL ONICO CAS'O DONDE EL METODC DE
ELISA PARECE NO DETERMINAR LA PRESENCIA DE ANTICUERPOS EN
SUERO MIENTRAS QUE CIEF SI LO HACE, POSIBLEMENTE PORQUE EL
ANTICUERPO IMPLICADO EN LA REACCION DE CIEF ES DE CLASE DI -
FERENTE A IGG, EL CUAL NO ES RECONOCIDO POR NUESTRO METODO
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DEBIDO A QUE UNICAMENTE SE UTILIZA SUERO ANTI-IGG. EN EL
LBA DEL MISMO PACIENTE EN EL METODO DE ELISA sf DA LA PRUE
BA POSITIVA, MIENTRAS QUE EN CIEF POR SU BAJA SENSIBILIDAD
ES INCAPAZ DE DEMOSTRAR LOS ANTICUERPOS.

L.0S PACIENTES 3 Y 9 MOSTRARON ANTICUERPOS ANTI PROTEINA

DE PALOMA PQR LOS DOS METODOS TANTO EN SUERO cOMO EN LBA;
AON AST ESTOS INDIVIDUOS NO REUNIERON LOS CRITERIOS CLINICOS
PARA EL DIAGNGSTICO DE NEUMONITIS POR HIPERSENSIBILIDAD A
PALOMA, ESTE RESULTADO DEMUESTRA QUE LA PRESENCIA DE ANTI
CUERPOS ANTI PROTEINAS DE PALOMA SOLO ES CONFIRMATIVO DE DA -
TOS CLINICOS Y QUE AUN PERSONAS SANAS O CON OTRO TIPO DE NEY
MOPATIAS PUEDEN PRESENTAR ESTOS ANTICUERPOS,

EN LOS PACIENTES 14 v 16 EL METODO DE ELISA DEMOSTRO Su
ALTA SENSIBILIDAD YA QUE DETERMING ANTICUERPOS TANTO EN EL
SUERO Y EN Et. LBA DEL PACIENTE 16 COMO EN EL LBA DEL PACIEN-
TE 14 L0S CUALES NO FUERON DETERMINADOS POR CIEF. EL pA-
CIENTE 14 NO FUE DIAGNOSTICADO COMO NEUMONITIS POR HIPERSEN
SIBILIDAD A PALOMA POR NO REUNIR LOS CRITERIOS CLIMICOS.
MIENTRAS QUE EL RESULTADO DEL 16 CONFIRMO EL DIAGNOSTICO,

PorR GLTIMO, SE DEBE CONSIDERAR QUE DEBIDQ A QUE LOS AN -
TICUERPOS ANTI-PROTE{NAS DE PALOMA SE PRESENTAN EN LA MAYO-
RIA DE LAS PERSONAS QUE TIENEN CONTACTO CON PALOMAS Y QUE
SOLO UN PEQUERO PORCENTAJE DE ELLOS PRESENTA LA ENFERMEDAD
ACTIVA, EL METODO DE ELISA QUE AQUI USAMOS Y OTROS QUE DE -
TERMINAN ANTICUERPOS coMO CIEF Y HEMAGLUTINACION PASIVA EN-
TRE OTROS, SON INCAPACES DE DISTINGUIR ENTRE PERSONAS SANAS
Y ENFERMAS . POSIBLEMENTE PORQUE ESTOS SQLO SE DIFERENCIAN
POR LA PRESENCIA O AUSENCIA DE UNA SUBCLASE DE IeG (20},
SIN EMBARGO EN ESTUD1OS POSTERIORES QUE DETERMINEN ESTA DI -
FERENCIA, EL METODO DE ELISA PUEDE SER DE GRAN UTILIDAD S1
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SE MANEJA EL ANTICUERPO ESPEC[FICO PARA LA SUBCLASE IMPLICA-
DA, TAMBIEN SE PENSO QUE LA PRESENCIA DE ANTICUERPOS AN -
TI-PROTEINAS DE PALOMA EN LBA poDTA SER DIAGNOSTICO DE LA EN
FERMEDAD Y QUE LAS PERSONAS SANAS CON EXPOSICION A PALOMAS

Y ANTICUERPO SERICO NO PRESENTARAN LOS ANTICUERPOS A NIVEL
PULMONAR, L0S RESULTADOS OBTENIDOS EN ESTE TRABAJO NO HAN
DEMOSTRADO ESTO POR LO QUE ES NECESARIO REALIZAR MAS ESTU-
DI10S PARA CONFIRMAR ESTA HIPOTESIS,
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v, CON CLUSTOHES

- PARA MONTAR LA TECNICA DE ELISA PARA LA DETERMINACION DE
ANTICUERPOS ANTI-PRGTEINAS DEL SUERO DE PALOMA ES IMPOR-
TANTE PRODUCIR UN BUEN ANTICUERPO A PARTIR DE LA INOCULA-
CION A CONEJOS CON GAMMAGLOBULINA HUMANA,  EL ANTICUERPO
PRODUCIDO DEBE SER PURIFICADO Y CONJUGADO A FOSFATASA AL-
CALINA POR UNA TECNICA QUE ELIMINE AL MAXIMO LA AUTOCONJU-
GACION Y LA PERDIDA DE ACTIVIDAD TANTO DEL ANTICUERPO COMO
DE LA ENZIMA.

UNA VEZ OBTENIDO EL CONJUGADO, ES IMPORTANTE ESTANDA-
RIZARLO PARA SU USO A LA VEZ DE DETERMINAR LAS CONCENTRA-
CIONES OPTIMAS DE ANTIGENO, SUEROS DE PACIENTES Y BLOQUEA-
DOR, PARA GARANTIZAR EL ADECUADO RENDIMIENTO DE LA PRUEBA.

- EL METODO DE ELISA PARA LA DETERMINACION DE ANTICUERPOS
ANTI-PROTEINAS DEL SUERO DE PALOMA QUE SE REALIZ(O EN ESTE
TRABAJO.: RESULTO POSEER ALTA SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD,
DEMOSTRANDO SUS VENTAJAS SOBRE OTROS METODOS coMo* CIEF
PARA LA DETERMINACION DE ESTOS ANTICUERPOS EN LIQU1D0O DE
LAVADO BRONCOALVEGLAR DONDE SU CONCENTRACION ES MUY BAJA,
LO QUE PODRA . SER OTIL EN ESTUDIOS POSTERIORES DE LA ENFER-
MEDAD A NIVEL PULMONAR.

EL MEtopo DE CIEF , SIN EMBARGO, MOSTRO LA MISMA CA-
PACIDAD QUE EL METODO DE ELISA PARA DEMOSTRAR LOS AHTI-
CUERPOS EN EL SUERO DE LOS PACIENTES DEBIDO A QUE EN SUERO
ESTOS SE ENCUENTRAN EN CONCENTRACIONES MAYORES, DE AQuUl
QUE EL METODO DE ELISA SE CONSIDERE UNA TECNICA VALIOSA
UNICAMENTE EN ESTUDIOS DONDE YA SEA ANTICUERPOS O ANTIGE-
NOS SE ENCUENTRAN A MUY BAJAS CONCENTRACIONES.
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- EL METODO DE ELISA AQUT DESARROLLADG ES INCAPAZ DE DIS -
CRIMINAR ENTRE INDIVIDUOS SANOS CON ANTICUERPOS Y PACIEN-
TES CON LA ENFERMEDAD AL IGUAL QUE OTROS METODOS, SIN EM-
BARGO, SU ALTA SENSIBILIDAD PUEDE SER OTIL PARA CONOCER
MAS ACERCA DE LA ENFERMEDAD,

- EL METODO DE ELISA . ADEMAS DEMOSTRO SER REPRODUCIBLE Y
POR NO REQUERIR DE EQUIPO ESPECIALIZADO, ACCESIBLE A CUAL-
QUIER LABORATORIO, POR LO QUE SE CONSIDERA UNA PRUEBA A-
DECUADA PARA SU USO EN LA DETERMINACION NO UNICAMENTE DE

-~ ANTICUERPOS SINO TAMBIEN DE ANTIGENOS EN UNA GRAN VARIE-
DAD DE AREAS,
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RESUMEN.

EN ESTE TRABAJO SE ADAPTA EL METODO INDIRECTO DE ELISA
PARA LA DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI-PROTEINAS DEL SUE
RO DE PALOMAS CON EL FIN DE CONTAR CON UNA TECNICA DE ALTA
SENSIBILIDAD PARA EL ESTUDIO DE PACIENTES CON NEUMONITIS
INTERSTICIAL POR HIPERSENSIBILIDAD A PALOMA, PARA LOGRAR
LO SE PRODUCE UN CONJUGADO ANTI-IGG HUMANA-FOSFATASA ALCA-
LINA QUE SE ESTANDARIZA JUNTO CON EL METODO PARA LA DETER-
MINACION DE LOS ANTICUERPOS SERICOS EN DOS GRUPOS DE PACIEN
TES CON ENFERMEDAD PULMONAR. EL PRIMER GRUPO CON DIAGNOS
TICO cLINECO DE LA ENFERMEDAD Y EL SEGUNDO CON OTRO TIPO DE
NEUMOPATIAS, PARA ESTABLECER LA ESPECIFICIDAD DEL METODO
SE REALIZA UNA INHIBICION PREVIA A LA DETERMINACIGN POR
ELISA coN ANTIGENO DE PALOMA Y CON ANTICUERPOS ANTI-IGG HU-
MANA LA SENSIBILIDAD DE LA PRUEBA SE OBSERVA AL COMPA-
RARLA CON UNA TECNICA DE USO RUTINARIO EN EL LABORATORIO CQ
MO LA CONTRAINMUNOELECTROFORESIS (CIEF). EL VALOR DEL
METODO DESARROLLADO EN ESTE TRABAJO SE COMPRUEBA EN UN ES-
TUDIO COMPARATIVO DE LAS TECNICAS DE ELISA v CIEF EN SUERO
Y EN LTQUIDO DE LAVADQ BRONCOALVEOLAR DE DIFERENTES PACIEN-
TES CON ENFERMEDAD PULMONAR,

POR LA GRAN CAPACIDAD QUE TIENE EL METODO DE ELISA PARA
LA DETERMINACION DE ANTICUERPOS QUE SE ENCUENTRAN A MUY BA-
JAS CONCENTRACIONES, SE CONSIDERA UNA TECNICA VALIOSA PARA
REALIZAR ESTUDIOS MAS PROFUNDOS SOBRE LA ETIOPATOGENIA DE
LA NEUMONITIS INTERSTICIAL POR HIPERSENSIBILIDAD A PALOMA,
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APENDICE 1
METODOS QUIMICOS

1. PRECIPITACION DE PROTEINAS CON SULFATO DE AMONIO SA-
TURADO,

1.1 FUNDAMENTO.

LA TECNICA DE PRECIPITACION DE PROTEINAS CON SULFATO DE
AMONIO SATURADO SE BASA EN LA PROPIEDAD DE LAS SALES DE CAP
TURAR EL AGUA DE LA SOLUCION PROTEICA HASTA EL MOMENTO EN
QUE LA CANTIDAD DE AGUA PRESENTE NO ES SUFICIENTE PARA MAN~-
TENER EN SOLUCION A LAS MOLECULAS PROTEICAS, SOBREVINIENDO
AST LA PRECIPITACION (12),

1.2 MATERIAL.

VASO DE PRECIPITADO DE 150ML,

TuBO DE CENTRIFUGA DE PLASTICO DE 4OML,
PIPETA DE 10ML.

PIPETA DE IML,

PROBETA DE 100ML,

AGITADOR MAGNETICO CON MAGNETO,
CENTRIFUGA REFRIGERADA,

MATERIAL Y EQUIPO PARA DIALISIS.

1.3 REACTIVOS.

SOLUCION DE SULFATO DE AMONIO SATURADO {SGLUCION 4.05M).
SOLUCION SALINA AMORTIGUADA CON BORATOS {SSB):
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AMORTI1GUADOR DE BORATOS PH 8,4-8,5

B0 6.186
NaCL 4,386
HoO  cBe, 1000ML

PARA PREPARAR LA SOLUCION SALINA ISOTONICA AMORTIGUADA,
MEZCLAR 400OML DE ESTE AMORTIGUADOR DE BORATOS CON & 000mML
DE SOLUCION SALINA 1SOTONICA,

1.4 METoDO.

- SE AJUSTA EL SUERO A PH 7.0 con HCL O,1N o NaOH O.1N,

- SE ANADE SULFATO DE AMONIQ SATURADO SEGUN LA CONCENTRA-
CION FINAL DESEADA (EN ESTE cASD 507%).

LA ADICION DE SULFATO DE AMONIO SATURADO SE HACE SOBRE BA
N0 DE HIELO, GOTA A GOTA EN AGITACION CONSTANTE, EVITANDO
LA FORMACION DE ESPUMA.

- SE DEJA EN AGITACION DURANTE 30 MINUTOS PARA ELIMINAR ME-
CANICAMENTE LAS PROTEINAS NO DESEADAS QUE HAYAN QUEDADO
ENGLOBADAS EN EL PRECIPITADO,

- SE CENTRIFUGA A 1 000XG A 4°C DURANTE 30 MINUTOS Y SE
DESECHA EL SOBRENADANTE.

- SE LAVA EL PRECIPITADO DOS VECES CON SULFATQ DE AMONIO AL
507,

- SE RESUSPENDE CON SSB EN LA MITAD DEL VOLUMEN ORIGINAL DEL
SUERD,

- SE DIALIZA CONTRA SSB HASTA LA ELIMINACION DEL SULFATO DE
AMONTO,
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2, CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO EN COLUMNA DE DEAE
CELULOSA (18).

2,1 FUNDAMENTO,

SE BASA EN EL INTERCAMBIO REVERSIBLE DE IONES EN SOLUCION
CON IONES ELECTROSTATICAMENTE UNIDOS A UN MEDIO SOPORTE INSO-
LUBLE, LAS MATRICES GENERALMENTE USADAS EN LA SEPARACION
DE PROTEINAS SON POLIMEROS DE DEXTRANAS. POLIACRILAMIDA Y LOS
DERIVADOS CARGADOS DE LA CELULOSA, EL VALOR DE ESTA TECNI-
CA EN EL AISLAMIENTO Y SEPARACION DE COMPUESTOS CARGADOS, ES-
TRIBA EN QUE PUEDEN ENCONTRARSE LAS CONDICIONES BAJO LAS CUA-
LES ALGUNOS COMPUESTOS SE UNEN ELECTROSTATICAMENTE A UNA MA-
TR1Z MIENTRAS QUE OTROS EN ESTAS MISMAS CONDICIONES NO LO
HACEN, LA ELUCION DE LAS PROTEINAS PUEDE LOGRARSE YA SEA
CAMBIANDO EL PH DE LA SOLUCION AMORTIGUADORA QUE ES PASADA
POR LA COLUMNA AFECTANDO AST LA CARGA DE LAS MOLECULAS DE
PROTEINA, O INCREMENTANDO LA MOLARIDAD DE LA MISMA, LO QUE
RESULTA EN UMA MAYOR CANTIDAD DE IONES QUE COMPITEN CON LAS
PROTEINAS POR LOS GRUPOS CARGADOS EN LA CELULOSA; DE ESTA MA-
NERA SE PUEDEN FRACCIONAR SELECTIVAMENTE LA SALIDA DE LAS DI-
FERENTES PROTEINAS A TRAVES DE LA COLUMNA,

LA COLUMNA DE DEAE CELULOSA ES UNA COLUMNA ANIONICA, ES
DECIR, ES CAPAZ DE RETENER IONES NEGATIVOS DEBIDO A LA CAR-
GA POSITIVA DEL GRUPO DIETILAMINOETIL QUE ESTA UNIDO A LA
MATRIZ DE CELULOSA. AL HACER PASAR LA SOLUCION DE PRO-
TEINAS OBTENIDA POR PRECIPITACION CON SULFATO DE AMONIO SA-
TURADO, EN UNA SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS 0.0IM
PH 8,0, LA COLUMNA RETENDRA TODAS LAS PROTEINAS CARGADAS NE-
GATIVAMENTE DEJANDO PASAR UNICAMENTE GAMMAGLOBULINAS, EN SU
MAYORTA 1GG.
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2,2 MATERIAL,

EMBUDO BUCHNER DE 10cM DE DIAMETRO,

MATRAZ KITASATO DE 500ML CON TAPGN DE HULE.

VASO DE PRECIPITADO DE 500ML.,

HOoUA DE PAPEL WHATMAN 0.1,

BoMBA DE VACIO,

AGITADOR MAGNETICO CON MAGNETO,

BALANZA GRANATARIA,

COLUMNA DE PLASTICO DE 60cM DE LONGITUD Y 1CM DE DIAMETRO.
ESPECTROFOTOMETRO DE LUz U.V,

POTENC IOMETRO

2.3 ReacTIvVOS,

SOLUCION AMORT IGUADORA DE FOSFATOS 0.01M PH 8.0:

KH2P0q ANH, 0.1916

K2HPOq ANH, 1.498¢6

HyO cBP. 1000ML
2.4 METoDO.

- LA MATRIZ DE DEAE CELULOSA (DE FUENTE COMERCIAL PREVIAMEN-
TE HINCHADA), SE LAVA VARIAS VECES CON SOLUCION AMORTIGUA-
DORA DE FOSFATOS 0,01M PH 8,0 EN UN EMBUDO BUCHNER HASTA
QUE EL PH DE LA SOLUCION FILTRADA SEA IGUAL A 8.0,

- SE MONTA LA COLUMNA VERTICALMENTE Y SE VIERTE LA MATRIZ
DE CELULOSA DEJANDOLA SEDIMENTAR TOTALMENTE,

- SE ABRE EL TUBO DE SALIDA Y SE PASAN 2ML DE SOLUCION AMOR-
TIGUADORA, LA CUAL SE USARA COMO BLANCO EN LA LECTURA DE
LAS MUESTRAS CON EL ESPECTROFOTOMETRO,

- SE DESECHA EL AMORTIGUADOR DE LA PARTE SUPERIOR DE LA CO-
LUMNA ABRIENDO EL TUBO DE SALIDA Y SE AGREGAN 10ML DE MUES-
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TRA PREVIAMENTE EQUILIBRADA CON EL MISMO AMORTIGUADOR, EN
LA PARTE SUPERIOR DE LA COLUMNA,

- UNA VEZ QUE LA MUESTRA HA PENETRADO EN LA MATRIZ DE CELULO-
SA, SE LAVA CON EL AMORTIGUADOR Y SE COLECTAN FRACCIONES
DE 2ML CADA UNA.

- SE MIDE LA ABSORBANCIA DE LAS FRACCIONES A 280NM Y SE COLEC
TAN LAS QUE TENGAN UNA ABSORBANCIA MAYOR A 0.1,

3. CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY
(34,13,14) ,

3.1 FUNDAMENTO,

ESTE METODO SE BASA EN LA REDUCCION DEL REACTIVO DE Fo-
LIN-CIOCALTEAU O REACTIVO DE FENOL (SALES LITICAS DEL ACIDO
FOSFOMOLIBDOTUNGSTICO), EN UNA SOLUCION ALCALINA POR LA PRE-
SENCIA DE LOS GRUPOS FENOLICOS DE LA TIROSINA DE LAS PROTEI-
NAS., L0S GRUPOS INDOL E IMIDAZOL DE TRIPTOFANO E HISTIDI-
NA, REACCIONAN TAMBIEN PERO MAS DEBILMENTE, LA REACCION
PREVIA DE LAS PROTEINAS CON UNA PEQUENA CANTIDAD DE 16N CO-
PRICO AUMENTA LA SENSIBILIDAD DE LA PRUEBA YA QUE EL COMPLE-
JO TIPO BIURET FORMADO ENTRE COBRE Y PROTEINA JUNTO CON LOS
GRUPOS AROMATICOS DE LA PROTE[{NA REDUCIRAN AL REACTIVO DE
FENOL ADICIONADO EN EL SIGUIENTE PASO DE LA REACCION,

5.2 MATERIAL.

TUBOS DE 12X75MM,

VASO DE PRECIPITADO DE 50ML.
P1PeTA DE 10ML.

PIPETA DE IML.

GRADILLA PARA TUBOS DE 12X75MM,
ESPECTROFOTOMETRO DE LUZ VISIBLE,
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3.3 REACTIVOS,

SoLUCION A TARTRATO DE SODIO Y POTASIO AL 2% 0.1ML
CusSo 5H20 AL 17 0.1mML
NA,C 3 AL 2% EN NAOH 0.1N 10.0ML
SOoLUCION B REACTIVO DE FOLIN-CIOCALTEAU 2N

SOLUCION ESTANDAR DE ALBUMINA SERICA BOVINA (ASB) 1MG/ML.

ESTA SOLUCION SE PREPARA CON LA AYUDA DE UN ESPECTROFO-
TOMETRO DE LUz U.V., CONSIDERANDO QUE 1MG/ML DA UNA LECTURA
DE 0,53 UNIDADES DE DENSIDAD OPTICA A 279NM (§),

3.4 METoDno,

- SE HACE UNA CURVA ESTANDAR DE ACUERDO A LA SIGUIENTE TABLA:

TuBO 1 2 3 4y 5 6 7 P
ASB IMG/ML - 5 10 20 30 40 50 -
{MICROLITROS)

AGUA DESTILADA 400 395 390 380 370 360 350 390
(MICROLITROS)

PROBLEMA - - - - - - - 10
(MICROLITROS)

SOLUCION A 2 2 2 2 2 2 2 2
(MILILITROS)

10 MINUTOS A TEMPERATURA AMBIENTE
SOLUCION B .l 0.1 0.1 01 01 01 01 0.1
30 MINUTOS A TEMPERATURA AMBIENTE

- SE DETERMINA LA DENSIDAD OPTICA A 750NM EN UN ESPECTROFO-
TOMETRO,

~ SE GRAFICA LA DENSIDAD 6PTICA CONTRA MICROGRAMOS DE PROTE!-
NA, SE INTERPOLA LA D.0. DE LA MUESTRA PROBLEMA Y SE CAL-
CULA LA CONCENTRACION EN MG/ML.
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APENDICE 11

METODOS INMUNOQUIMICOS
1. INMUNOELECTROFORESIS (IEF) (54),
1.1 FUNDAMENTO,

LA TEF ES UNA TECNICA POR LA CUAL LAS PROTEINAS SON SE-
PARADAS EN UN GEL DE AGAROSA DE ACUERDO A SU CARGA ELECRI-
CA AL EXPONERLAS A LA CORRIENTE DE UN CAMPO ELECTRICO.
DESPUES DE LA SEPARACION, SE HACEN REACCIONAR CON SUS CORRES
PONDIENTES ANTICUERPOS LO QUE RESULTA EN UNA SERIE DE BAN-
DAS DE PRECIPITACIGN INDIVIDUALES,

1,2 MATERIAL,

CAMARA DE ELECTROFORESIS,

APARATO DE ELECTROFORESIS.
PORTAOBJETOS,

TIRAS DE PAPEL WrATMAN No.1.

PIPETA PASTEUR.

VASO DE PRECIPITADO DE 100ML.

PIPETA DE 5SML.

CAPILARES.

SUPERFICIE NIVELADA CON NIVEL DE GOTA.
BALANZA GRANATARIA.

1.3 REACTIVOS.

SOLUCION AMORTIGUADORA DE BARBITAL PH 8.2, FUERZA IONICA 0,05
BARBITAL s6DICO 15.87¢
HCL O.1N 230.,00ML
HyO cBP 2000, 00ML
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SOLUCION SALINA AMORTIGUADA CON FosFATOS 0.0IM PH 7.3 (SSAF)

NASHPO, ~ ANH, 0.7816
NaH2POy Hy0 0.6216
NACL 8.766
HZO CBP 1000 mL

SOLUCION DE AZUL DE BROMOFENOL AL 1% EN SOLUCION DE ASB
AL 1% EN SSAF,

AGAROSA 1% EN AMORTIGUADOR DE BARBITAL.

AGAROSA 0.17% EN AGUA DESTILADA PARA SELLAR.

1.4 METODO.

- SE LLENA LA CAMARA DE ELECTROFORESIS CON LA SOLUCION A-
MORTIGUADORA Y SE IGUALAN LOS NIVELES.

- SE RECUBREN LOS PORTAOBJETOS CON UNA CAPA DELGADA DE LA
SOLUCION SELLADORA DE AGAROSA.

- SE FUNDE LA AGAROSA AL 1Z Y SE PONEN 3ML EN CADA PORTA-
OBJETOS QUE SE ENCUENTRAN SOBRE UNA SUPERFICIE NIVELADA,
SE DEJA SOLIDIFICAR,

- SE PONE EL PORTAOBJETOS SOBRE UN PATRON COMO SE MUESTRA
EN LA FIGURA Y SE PERFORA EL GEL, SE RETIRA EL AGAR
DE LOS POZOS, SIN QUITAR EL DE LOS CANALES.

Fie, 11

- SE APLICAN LAS MUESTRAS EN LOS POZOS.
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~ SE PONEN LAS PLACAS EN LA CAMARA DE ELCTROFORESIS ASEGU-
RANDOSE DE QUE LAS TIRAS DE PAPEL FILTRO ESTEN EN CON-
TACTO TANTO CON LA ORILLA DEL GEL COMO CON LA SOLUCION
AMORTIGUADORA CON EL OBJETO DE QUE EL CIRCUITO QUEDE
CERRADO AL APLICAR LA CORRIENTE ELECTRICA.

- SE CONECTA LA CAMARA DE ELECTROFORESIS A UNA FUENTE DE PO-
DER APLICANDO GV POR CM DURANTE 2 HORAS. PARA DEMOS-
TRAR EL CORRIMIENTO DE LAS PROTEINAS SE APLICA EN UN PO-
Z0 ADYACENTE AL DE LA MUESTRA UNA SOLUCION DE AZuL DE
BROMOFENOL AL 1% EN UNA SOLUCION DE ASB AL 1% EN SSAF.

- AL TERMINO DEL CORRIMIENTO SE RETIRA EL GEL DEL CANAL Y
SE LLENA CON EL SUERO INMUNE ESPECIFICO,  SE DEJA DIFUN
DIR HASTA EL DIA SIGUIENTE EN UNA CAMARA HOMEDA A TEMPE-
RATURA AMBIENTE Y SE LEEN LOS RESULTADOS.

2, INMUNODIFUSION DOBLE (IDD). METODO DE OUCHTERLONY (14).
2.1 FUNDAMENTO,

LLA TECNICA SE BASA EN LA DIFUSION DEL ANTIGENO Y SU AN-
TICUERPO EN EL SENO DE UN GEL DE AGAR. LA DIFUSION ES
DIRECTAMENTE PROPORCIONAL A LA CONCENTRACION E INVERSAMEN-
TE PROPORCIQONAL AL PESO MOLECULAR DEL ANTIGENO Y DEL ANTI-
CUERPO,  EN EL MOMENTO EN QUE ESTOS SE ENCUENTRAN EN CON-
CENTRACIONES EQUIVALENTES, REACCIONAN FORMANDO UNA O VARIAS
BANDAS DE PRECIPITACION VISIBLES DEPENDIENDO DEL NOMERO DE
SISTEMAS ANTIGENO-ANTICUERPO PRESENTES.

2.2 MATERIAL,
VASO ‘DE- PRECIPITADO..DE 100ML,

PIPETAS DE 5ML.
PLANCHA TERMICA O MECHERO CON TRIPIE Y TELA DE ALAMBRE,
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CAJA DE PLASTICO TRANSPARENTE DE 5CM DE DIAMETRO,
CAPILARES,

BALANZA GRANATARIA,

SUPERFICIE NIVELADA CON NIVEL DE GOTA,

2.3 REACTIVOS.

SOLUCION SALINA AMORTIGUADA cON FosFATOS 0.01M PH 7.3 (SSAF)

(ApEnpice II, 1.2)

AGAROSA 0,4% €N SSAF v AzIDA DE soplo 0.1%
CITRATO DE soDio 0,17M.

2.4 METODO,

- SE COLOCA LA CAJA DE PLASTICO EN UNA SUPERFICIE NIVELADA
Y SE LLENA CON SML DE AGAROSA 0.,0H% FUNDIDA, SE DEJA SO-
LIDIFICAR POR 20 MINUTOS.

- SE CORTAN P0ZOS DE 5MM DE DIAMETRO Y DISTANCIA ENTRE LOS
POZOS DE 5MM, DE ACUERDO A LA SIGUIENTE FIGURA:

OgO OgO
OOO OOO

Fle, 12
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SE REMUEVE EL AGAR DE LOS POZ0S POR SUCCION.

SE LLENAN LOS P0ZOS PERIFERICOS CON DILUCIONES SERIADAS

(1:2, 1:4, 1:8, ETC.) DEL ANTICUERPO Y EL POZO CENTRAL

CON EL ANTIGENO,

SE DEJA DIFUNDIR POR 24 HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE.

- SE HACE LA LECTURA CON LUZ DIRECTA Y FONDO OSCURO, EL
TITULO DE ANTICUERPOS SERA LA MAXIMA DILUCION EN DONDE TO-
DAVIA SE PRESENTE UNA BANDA DE PRECIPITACION,

- SE LAVA CON CITRATO DE soblo 0.17M Y SE LEE NUEVAMENTE,

3 PURIFICACION ESPECIFICA DE ANTICUERPOS ANTI-I6G HU-
MANA (3).

3.1 FUNDAMENTO,

|A TECNICA SE BASA EN LA REVERSIBILIDAD DE LA REACCIGN
ENTRE EL ANTIGENO Y SU ANTICUERPO, EL PRIMER PASO CONSIS-
TE EN HACER REACCIONAR LOS ANTICUERPOS EN SOLUCIGN CON SU
ANTIGENO ESPECIFICO QUE SE ENCUENTRA EN FORMA INSOLUBLE.
SE LAVA PARA ELIMINAR LAS PROTEINAS QUE NO SE ADHIEREN Y QUE
QUEDAN EN SOLUCION, L0S ANTICUERPOS SE SEPARAN DE SU AN-
TIGENO BAJANDO EL PH DE LA SOLUCION EN QUE SE ENCUENTRAN.

3.2 MATERIAL,

BALANZA ANALITICA.

VASO DE PRECIPITADO DE 50ML,
PIPETAS DE 10ML.

PIPETA DE 1ML,

CENTRTFUGA.

TUBO PARA CENTRIFUGA DE HOML.
HOMOGENTZADOR MANUAL TIPO POTTER.
ESPECTROFOTOMETRO DE Luz U.V,
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MEMBRANAS FILTRANTES DE 0.45 MICRONES DE DIAMETRO DE PORO.

3.3 REACTIVOS,

SoLUC1ON AMORTIGUADORA DE FOsFATOS 0.1M PH 7.0

NAHZPOQ H20 8.5366
NAYHPOL anwiIDRO 5, 3956
HZO CBP 1000 ML
SOLUCION AMORT!GUADORA DE FOSFATOS 0.2M pH 7.2
NAHZPoq H20 13.966
NA2HP0u ANHIDRO 14,046
H20 CBP 1000 ML

GLUTARALDEHIDO AL 2.5%
GAMMAGLOBULINA HUMANA (DE FUENTE COMERCIAL).

SOLUCION AMORTIGUADORA DE GLICINA-HCL O.1¢ PH 2,8

SE PREPARA UNA SOLUCISON DE cLICINA 0,1M (7.516
EN 100ML) Y SE LLEVA A PH 2.8 CON UNA SoLucCIGN DE HCL
0.1N,

SOLUCION SALINA FISIOLOGICA AMORTIGUADA CON FosfFaTos 0,01l
PH 7.3 (SSAF),
(ApEnDICE II, 1.,3)

3.4 METoDO,

- INSOLUBILIZACION DE GG,

SE DISUELVEN 500MG DE GAMMAGLOBULINA HUMANA DE FUENTE
COMERCIAL EN 10ML DE SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS
0.1M PH 7.0 v SE ANADE GOTA A GOTA 1ML DE GLUTARALDEHIDO
AL 2,5%.  SE DEJA REPOSAR DURANTE 3 HRS., A TEMPERATURA
AMBIENTE PARA QUE SE FORME UNA MATRIZ INSOLUBLE DE PROTE!-
NAS,
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SE LAVA LA MATRIZ CON AGUA HASTA LA ELIMINACION DE TO-
DA LA PROTEINA QUE HAYA QUEDADO EN SOLUCION,

- PURIFICACION DE ANTICUERPOS ANTI-1GG.

SE RESUSPENDEN 500MG DE LA PROTEINA INSOLUBLE EN 200ML
DE SOLUCIGN AMORTIGUADORA DE FOSFATOS 0.2M PH 7.2, SE
HOMOGENIZAN EN TRES OCASIONES Y SE LAVA cON 200ML DE SOLU-
CION AMORTIGUADORA DE GLICINA-HCL O.1M PH 2.8, EL INMU-
NO ADSORBENTE SE LAVA CON LA SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOS-
FATOS 0.2M PH 7.2 HASTA QUE EL SOBRENADANTE TENGA UNA LEC-
TURA DE D.0, DE 0,00 A 280nM,

SE ANADEN 20ML DE SUERO ANTI-IGG, SE MCZCLA Y AGITA POR
30 MINUTOS A TEMPERATURA AMBIENTE, SE CENTRIFUGA A 31 000xs
30 MINuUTOS A 4°C, EL PRECIPITADO SE RESUSPENDE EN SSAF Y
SE LAVA EN TRES OCASIONES CON 3-U VECES EL VOLUMEN DE SUERO
UTILIZADO, HASTA QUE EL SOBRENADANTE TENGA UNA LECTURA DE
D.0, MENOR A 0.040 A 280NM,

LOS ANTICUERPOS SE ELUYEN CON HML DE LA SOLUCION AMOR-
TIGUADORA DE GLICINA-HCL PH 2,8 AGITANDO 10 MINUTOS A TEM-
PERATURA AMBIENTE, SE CENTRIFUGA A 12 000x¢ 15 MINUTOS
A 4°C, LA OPERACION SE REPITE 2-3 VECES. LOS SOBRENA-
DANTES OBTENIDOS SE PASAN POR MEMBRANA FILTRANTE DE 0,45 M

4, CONTRAINMUNOELECTROFORESIS (CIEF),
4,1 FUNDAMENTO,

LA CIEF ES UNA TECNICA INMUNOLOGICA DE DOBLE DIFUSION EN
GEL SIMILAR A LA TECNICA DE QUCHTERLONY, A DIFERENCIA DE ESTA,
HAY APLICACION DE UN CAMPO ELECTRICO EN DONDE EL ANTIGENO,
QUE DEBE TENER CARGA NEGATIVA, MIGRA HACIA EL ANODO Y EL AN-
TICUERPO HACIA EL CATODO FAVORECIDO POR EL EFECTO ELECTROEN-
posméTIco (EEQ). CUANDO EL ANTIGENO Y EL ANTICUERPO SE EN-
CUENTRAN EN CONCENTRACIONES EQUIVALENTES, SE FORMAN UNA 0 VA-
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RIAS LINEAS DE PRECIPITACIGN, DEPENDIENDO DEL NOMERO DE SIS~
TEMAS ANTIGENO-ANTICUERPO QUE EXISTAN,

EL EEQ SE PRODUCE POR LA EXISTENCIA DE CARGAS NEGATIVAS
SOBRE LA SUPERFICIE DE LA AGAROSA, LAS CUALES ATRAEN IONES
DE CARGA CONTRARIA, HACIENDO QUE LA CAPA DE LIQUIDO QUE SE
ENCUENTRA ESTRECHAMENTE EN CONTACTO CON LA SUPERFICIE DEL
GEL ADQUIERA UNA CARGA NETA OPUESTA, AL SOMETER ESTE SIS~
TEMA A UN CAMPO ELECTRICO, SE GENERA UNA FUERZA ELECTRICA QUE
ACTOA SOBRE ESTE LIQUIDO CARGADO POSITIVAMENTE (H3O+), EL
CUAL MIGRA HACIA EL CATODO ARRASTRANDO LOS ANTICUERPOS QUE
PRESENTAN UNA CARGA NEGATIVA DEBIL MIENTRAS QUE EL ANTIGENO
CON CARGA NEGATIVA MUY ALTA MIGRA HACIA EL ANODO, Y NO SERA
‘INFLUENCIADO GRANDEMENTE POR ESTE EFECTO. ESTE FENGMENO
DEPENDE EN CIERTO GRADO DE LA COMPOSICION Y CONCENTRACION DE
LA SOLUCION AMORTIGUADORA POR LO QUE SE UTILIZA DIFERENTE
FUERZA IONICA EN EL GEL DE AGAROSA (0.025) Y EN LA CAMARA
DE ELECTROFORES!S (0,05), PERO DEPENDE MAS AMPLIAMENTE DE
LA PUREZA DEL AGAR EMPLEADO (39,40,49,54),

4,2 MATERIAL,

VASO DE PRECIPITADO DE 100ML.

PIPETA DE 5ML,

PORTAOBJETOS,

CAPILARES,

SUPERFICIE NIVELADA CON NIVEL DE GOTA.
BALANZA GRANATARIA.

TIRAS DE PAPEL WHATMAN..NO .1,

CAMARA DE ELECTROFORESIS,

APARATO DE ELECTROFORESIS.,
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4,3 REACTIVOS,

SoLuci6N DE BARBITAL PH 8.6, FUERZA 16NICA 0.05,

BARBITAL $6Dico 186
HCL IN 13mL
AZ1DA DE sODIO 1
H20 CBP 2000 ML

HACER UNA DILUCION 1:2 PARA DISOLVER LA AGAROSA.
SOLUCION DE CITRATO DE SsoDIo G.17M.
AGAROSA 0,17 EN AGUA DESTILADA PARA SELLAR,
AGAROSA 0.6% EN SOLUCIGN DE BARBITAL PH 8.6, FUERZA 16NI-
cA 0.025, conTENIENDO EDTA 0,010,

4.4 METobo,

- SE RECUBREN LOS PORTAOBJETOS CON UNA CAPA DELGADA DE LA
SOLUCION SELLADORA DE AGAROSA.

- SE FUNDE LA AGAROSA AL 0,6% POR CALENTAMIENTO EN UN BARO
HIRVIENTE Y SE DEPOSITAN 3ML EN CADA LAMINILLA SOBRE UNA
SUPERFICIE NIVELADA, SE DEJA SOLIDIFICAR Y SE PONEN EN
REFRIGERACION EN CAMARA HOMEDA POR 20 MINUTOS.

~ SE CORTAN LOS POZOS DE 3MM DE DIAMETRO CON UNA DISTANCIA
ENTRE ELLOS DE 5MM DE ACUERDO A LA FIGURA Y SE RETIRA EL
AGAR POR SUCCION,

[ A B A B
00O 00

' ofe oJo ‘
00 00

A: SITIOS DE APLICACIOGN PARA LOS ANTICUERPOS.
B: SIT10S DE APLICACION PARA LOS ANTIGENOS,

Fie, 13
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- SE LLENAN LOS POZOS CON EL ANTIGENO Y EL ANTICUERPO, USAN-
DO AZUL DE BROMOFENOL-ALBUMINA COMO INDICADOR DEL CORRI-
MIENTO DEL LADO DEL CATODO. SE MONTAN LAS LAMINILLAS
EN LA CAMARA DE ELECTROFORESIS, COLOCANDO EL ANTIGENO EN
EL LADO DEL CATODO Y EL ANTICUERPO DEL LADO DEL ANODO.

LA CAMARA DE ELECTROFORESIS SE LLENA CON EL AMORT1GUADOR
DEL. BARBITAL PH 8.6, FUERZA IONICA 0,05 Y SE IGUALAN LOS
NIVELES.

- SE DEJAN CORRER cON 90-100V HASTA QUE EL COLORANTE SE DES-
PLACE HASTA EL POZO DEL ANTICUERPO. SE LEEN INMEDIATA-
MENTE,

- SE DEJAN EN CAMARA HOMEDA A TEMPERATURA AMBIENTE HASTA EL
DIA SIGUIENTE Y SE LEEN NUEVAMENTE.

~ SE LAVAN CON CITRATO DE soDI0 0.17M DURANTE UNA HORA Y SE
LEEN DE NUEVO.
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