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CAPITULO PRIMETRDO
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I. ENFERMEDAD AUTOINMUNE
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GENERALIDADES

En la Inmunologia Fundamental, durante la Gltima
década, se han prgsentado gran cantidad de descubrimientos.
Una de las areas clinicas que se ha estudiado con amplitud,
es la relacionada a las enfermedades asociadas con errores
inmunoldgicos. Existen varias enfermedades de etiologia -
desconocida a las cuales la moda actual de diagnbstico ha
designado como condiciones de autoinmunidad o infecciones-
por virus lentos. Estos estados patoldgicos se interpre--
tan como condiciones en las que el tabl normal de la ac- -
cién inmunoldgica contra cé&lulas u otros componentes norma
les del cuerpo, se altera.(4) Ejemplos donde el fendmeno-
autoinmune es notable, incluye enfermedades tales como ar-
tritis reumatoide, anemia perniciosa, tiroiditis de Hashi-

moto, diabetes, lupus eritematoso diseminado, etc.

I. ENFERMEDAD AUTOINMUNE

Una enfermedad autoinmune se ha definido como --
aquella, en la cual un autoanticuerpo (anticuerpos forma--
dos contra componentes propios) o linfocitos sensibiliza--

dos reaccionan contra tejidos propios. (l1)

Generalmente el término de enfermedad autoinmune



se aplica a aquellos casos donde puede ser demostrado que-
el proceso autoinmune contribuye a la patogénesis de la en
fermedad, a diferencia de aquellas situaciones donde apa--
rentemente los autoanticuerpos son formados después de que

el tejido ha sido dafiado. (24)

Las reacciones autoinmunes pueden ser mediadas -
tanto por anticuerpos como por células. Todos los mecanis
mos que causan reacciones alérgicas a antigenos extrafios -

pueden participar en las enfermedades autoinmunes.

a). Autoanticuerpos que actlian directamente so--

bre células con o sin actividad del complemento.

b). Complejos inmunes que forman agregados, los
cuales se localizan depositados en las membranas o circu-
lando en los flufidos bioldgicos, contribuyendo asi a los -

procesos inflamatorios por activacidén del complemento.

c). No se ha demostrﬁdo que los linfocitos sensi
bilizados sean causa de enfermedad en humanos, pero estdn-
presentes en infiltrados mononucleares muy notables en mu-
chos desdrdenes autoinmunes (gastritis atr§fica en anemia-
perniciosa, tiroiditis, encefalomielitis alérgica, etc.).-

(6, 24).



II. PATOGENESIS DE ENFERMEDADES AUTOINMUNES

Estudios recientes indican que los mecanismos de
patogénesis en enfermedad autoinmune, se deben a deficien-
cias generalizadas o selectivas de la respuesta inmune, --
mds que a una hiperactividad de la misma. También se sabe

que el factor genético tiene un papel importante. (11,24).

Se piensa que los mecanismos que modifican la --
respuesta inmune sustituyen el paso de cooperacidn entre -
células T y B, por medio del cual las células B son estimu

ladas para la formacidén de anticuerpos. (24)

Los mecanismos aceptados actualmente como modifi
cadores de la respuesta inmune implican los fendmenos si--

guientes:

a) Modificacidn de la mol&cula.

Este es un mecanismo que postula la aparicidn de
determinantes potencialmente antigénicos sobre un nuevo --
acarreador. Lo cual se debe a defectos en la sintesis o en
la degradacidn lisosomal obteniéndose productos que exponen
nuevos grupos. Esta modificacidn, puede producirse también
a través de la combinacidn con drogas. Por ejemplo, en ane
mia hemolitica se ha visto que la administracidn de alfa -
metil dopa contribuye a la modificacidn de la superficie -
de los gldbulos rojos, de tal manera que provee un acarrea
dor que estimula c&lulas B, las cuales reconocen el antige

no Rheusus e.



b) Reacciones Cruzadas
La presencia o ausencia de antigenos de reaccidn

cruzada puede ser determinada por mecanismos genéticos.

Este tipo de antigenos, presentes en algunos mi-
croorganismos favorecen la formacidén de anticuerpos que --—
reaccionan contra el tejido del huésped. Lo cual puede --

constituir una forma importante para inducir autoinmunidad.

Un ejemplo de determinantes autoantigénicos pre-—
sentes en antigenos exdgenos, se tiene en la colitis ulce-
rativa, donde los anticuerpos contra coldén reaccionan tam-

bién contra Escherichia coli 014.

c) Interaccidén de microorganismos con el comple-

jo mayor de histocompatibilidad.

Los microorganismos que no presentan reacciones-
cruzadas podrian crear nuevos acarreadores para antigenos-
potenciales en la superficie celular por interaccidn con -
el complejo mayor de histocompatibilidad sobre la membrana.
Se ha notado que el desarrollo de virus en asociacidn con
este complejo provoca una respuesta vigorosa de las cé&lu--
las T del huésped, promoviendo una reaccidén contra compo--

nentes celulares preexistentes.

d) Microorganismos como adyuvantes.
Algunos microorganismos pueden actuar como adyu-

vantes, ya que poseen constituyentes tales como glicolipi-



dos'y endotoxinas, los cuales pueden actuar suministrando
la sefial inductiva para la estimulacidén de c&lulas B, ig-
norando la cooperacidn de células T, por interaccidn di--
recta con el linfocito B e indirectamente estimulando 1la
secrecidn de factores no especificos de c&lulas T o macrd

fagos.

e) Sistema Linfoide anormal.

La generacidén de linfocitos autoreactivos se --
presentaria si fallara el mecanismo de induccidn de tole--
rancia. Esto puede ocurrir en algunos casos a través de -
la mutacidn somitica o infeccidn del sistema linfoide por

un virus.

Si la mutacidén somdtica se presenta, debe afec--
tar algunos de los aspectos generales de la fisiologia ce-
lular linfoide a nivel de células precursoras mids que a ni
vel de células T y B especificas, ya que las respuestas de
anticuerpos no son monoclonales y frecuentemente se presen
tan en el mismo individuo afectando antigenos no relaciona

dos. (24)

Se sugiere que estos mecanismos pueden explicar-
la patogénesis de enfermedad autoinmune, ya sea debida a -
deficiencia generalizada o selectiva de la respuesta inmu-

ne o a su hiperactividad.

La evidencia epidemioldgica sugiere también que-



estas anormalidades pueden presentarse en cada caso de en-
fermedad y los defectos producidos pueden variar de una en

fermedad a otra.

III. COMPLEJO INMUNE

La introduccidn de material extrafio (antigeno) -
en el cuerpo induce la formacidn de proteinas especificas-
(anticuerpo), las cuales se unen a los antigenos con el =--
fin de eliminarlos. La combinacidén del antigeno con el an

ticuerpo forma lo que se conoce como complejo inmune.

Estos complejos antigeno-anticuerpo o complejos-
inmunes son eliminados rédpidamente de la circulacidn por -
el sistema fogocitico, pero si permanecen circulando, pue-
den depositarse en membranas basales vasculares, iniciando
una reaccidén inflamatoria, involucrdndose asi, en la pato-
génesis de enfermedad autoinmuné, inflamatoria y en proce=

sos malignos.

Para determinar si los complejos inmunes partici
pan en la patogénesis de estas enfermedades se consideran-

varios criterios.

a) Conocer el antigeno involucrado.
b) Demostrar que los complejos inmunes estdn pre

sentes en el suero.



c) Demostrar que los antigenos y los anticuerpos
circulantes son idénticos a los presentes en-
el tejido involucrado.

d) Dar evidencias de que los complejos inmunes =
son patogénicos.

e) Demostrar que las condiciones clinicas varian
con la concentracidén de complejos inmunes cir

culantes.

Los complejos inmunes circulantes son generalmen

6
te solubles, mayores de 19S, con peso molecular de 10 dal
tones, no son fagocitados rapidamente y circulan en exceso

ligero o moderado del antigeno.

La eliminacidn de los complejos inmunes depende-
de la concentracidn de complemento con que se cuente sobre
la regidn intacta de la inhunoglobulina en el complejo y -
de su adherencia al endotelio vascular, ya que esto influ-
ye para el reconocimiento por el sistema fogocitico mononu
clear. Debido a que los complejos inmunes no se adhieren-
rapidamente al endotelio vascular, permanecen en la circu-
lacidon, lo que les permite volverse patogénicos. La sedi-
mentacidon de los complejos inmunes en las membranas basa--
les es consecuencia de su permanencia prolongada en la cir
culacidn y de la anatomia de la circulacidén local, de tal-
manera, sitios como glomérulos, plexos coroides, piel, mem

branas sinoviales, tienen en comiin un flujo sanguineo alto



por unidad de masa, lo que produce un ultrafiltrado que le
da el potencial para atrapar grandes cantidades de comple-
jos inmunes implicando un alto riesgo de desérdenes autoin
munes en el hombre. Asi el despdsito de complejos inmunes
en membranas basales aumenta la permeabilidad local vascu-
lar por efecto de aminas vasoactivas liberadas, causando -
dafio endotelial, produciendo isquemia, trauma, inflamacidn,

etec. (2)

IV. IMPORTANCIA DE LA DETERMINACION DE COMPLEJOS INMUNES

La importancia de los complejos inmunes en enfer
medades autoinmunes, ha llevado a la biisqueda de métodos -
para su cuantificacidn. Una variedad de métodos de sensi-
bilidad y confianza variables se han usado para detectar--
los y cuantificarlos en fluidos bioldgicos. Desafortunada
mente los métodos hasta ahora disefiados presentan ciertas-
dificultades, ya que una sola té&cnica no serviria para de-
tectar complejos inmunes de diferentes tipos y comporta- -
miento con respecto a la activacidn de complemento, enlaza

miento a Clq y receptores celulares.

La presencia de crioglobuiinas, factor reumatoi-
de y complejos especificos antigeno-anticuerpo, (ADN-anti-

ADN) son evidencia de la presencia de complejos inmunes. -

Pero no los demuestran cuantitativamente.



Los métodos que se han utilizado para determinar
complejos inmunes se basan en sus propiedades especificas,
e incluyen, consumo de complemento hemolitico total o de -
uno de sus componentes individuales, actividad anticomple-
mentaria, enlazamiento a Clq, enlazamiento a factor reuma-
toide, unidn a receptores celulares C3, receptores Fc y la

inhibicidén de fagocitosis. (2)

Estos métodos solamente se han utilizado en labo
ratorios de investigacidn, pero existe la necesidad de 1lle

varlos al laboratorio clinico.

El objetivo de este trabajo es hacer una revi- -
sidn de los métodos existentes para la determinacidn de ~=
complejos inmunes donde se ha utilizado la propiedad de &s
tos para unirse al subcomponente Clq del complemento huma-
no y presentar el disefio de un método que creemos puede -
ser realizable y aprovechable para la deteccidn de dichos-

complejos.
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PROPIEDADES Y CARACTERISTICAS DEL SUBCOMPONENTE
Clq DEL COMPLEMENTO HUMANO

Existen en la sangre de los vertebrados sistemas
enzimdticos esenciales para su sobrevivenciaj; cuyo funcio-
namiento depende de la activacidn secuencial de una serie-
de enzimas proteoliticas. De estos sistemas, uno de los -

més importantes y complejos es el Complemento. (22)

El sistema complemento comprende un grupo comple
jo de proteinas, que actuando junto con anticuerpos y otros
factores, tiene un papel importante como mediador tanto de

respuesta inmune como alérgica. (17)

Cerca de veinte proteinas séricas participan en-
este sistema, la mayoria son parte de la secuencia de acti
vacidn en sus dos vias (cldsica y alterna), pero ademads se
incluyen proteinas de control, las cuales inhiben diferen-

tes pasos o inactivan a algunos de los componentes. 21,22)

Las proteinas del sistema complemento son desig-
nadas con la letra C y por los numeros: Cl, C3, C4, G55 Cb;
c7, €8, C9. La proteina Cl se comnsidera actualmente, como
un conjunto de subunidades designadas Clq, Clr, Cls, cuya-
integridad depende de la presencia del idén ca++. Se ha --

mencionado la existencia de un cuarto subcomponente de Cl,



al cual se ha llamado Clt, (20,30), pero recientemente se-
descubrid que esta substancia no contribuye a la actividad

1{tica del sistema complemento. (21,19)

Los nimeros designados a las proteinas, reflejan

la secuencia en la cual son activados, con exce cién de la
P

proteina C4, la cual reacciona después de Cl y antes de --

C2 (L37)

Para el presente trabajo, la proteina que nos in

teresa conocer es el subcomponente Clq.

I. ESTRUCTURA, COMPOSICION QUIMICA Y ACTIVIDAD BIOLOGICA

El subcomponente Clq es una glicoproteina termo-
14bil, se encuentra en el suero a una concentracidén de --
190ug/ml, tiene un coeficiente de sedimentacidn 118, peso-
molecular 400 000 daltones y movilidad electroforética en

la regidn gamma lenta. (24,6)

Estructura

La estructura y composicidn quimica de la molécu
la de Clq se determind por microscopia electrdnica y por -
diferentes técnicas de andlisis como electroforesis y cro=

matografia.

Se encontrd que estd formada por tres tipos de -



cadenas peptidicas, seis de cada tipo, designadas como A, -
B, C. Cada cadena tiene una porcidn, cuya secuencia pepti
dica y glucosidica es similar a la que presenta la molécu-

la de la coldgena, proteina principal del tejido conectivo.

Estas cadenas se unen por enlaces disulfuro, pa-
ra formar 6 subunidades A-B y 3 subunidades C-C. Una tri-
ple hélice se forma por unidn no covalente de la regidn co
ldgena de una cadena del dimero C-C y la regidn coliagena -
de un dimero A-B; de esta manera se forman tres pares de -
triple hélice. La asociacidn de estos tres pares, unidos-
por enlaces no covalentes, dan la estructura hexamérica de
seis cadenas y seis cabezas globulares. Estas cabezas glo
bulares se forman a partir de'la mitad terminal de cada --
triple hélice. Este arreglo coincide con la estructura --
vista con microscopia electrdnica, donde la molécula de --
Clq, semeja un ramo de seis tulipanes con la mitad infe- -
rior del tronco unida y la mitad superior ramificada, para
dar seis ramas separadas, cada una de las cuales esta uni-

da a una flor. (21, 22, 15, 23).

Las dimensiones de la molécula estimada por es-
tudios de microscopia electrdnica son las siguientes: sub-
unidad central ASZ X 1122; subunidades periféricas, cabe--
zas globulares 50 Z X 70 ;, cadenas conectantes 15; X 1152;
la altura de la molécula vista lateralmente es de 300 Z y
su didmetro total se calcula entre 350 ; - 400 X. (figura

1)saw €22 5 915)



Cadenas 6A + 6B + 6C

“/\NW\_____

¢ M NN 9 subunidades
3
3

(6 dimeros A-B

3 dimeros C=C)

c,um

B

\ /

Dok

Unidad estructural

Molécula intacta

Figura 1, Estructura de la mol&cula de Clq. Las dimen-
siones son promedios tomados de la literatura,
estimadospor estudios de microscopia electrd-

nica. (22)



Composicién Quimica

Estudios analiticos muestran que cada una de las
cadenas peptidicas A, B, C, contienen cerca de 190 resi- -
duos aminoacidos; 12, 8, 47 de carbohidratos respectivamen

te y un peso molecular aproximado a 23 000 daltones. (23)

El Clq tiene una constitucidn peptidica muy sin-
gular; la cual estd determinada por concentraciones altas-
de glicina, hidroxiprolina e hidroxilisina. En su conte--
nido de carbohidratos posee cantidades equimoleculares de-

glucosa y galactosa.

La secuencia de aminoidcidos en los tres tipos de
cadenas es similar y cada una tiene cerca de 80 residuos -
aminoicidos, cuya secuencia es semejante a la que presenta
la molécula de la coldgena. Esta porcidn esta situada en-
tre el extremo N-terminal y la parte media de cada cadena.
La similaridad a la molécula de la colagena se ve incremen
tada por la presencia del disacadrido glucosil-galactosil -
que sustituye residuos de hidroxilisina en la secuencia --
peptidica. Esta porcidn también tiene la caractefistica -

de ser inactivada por la colagenasa. (22)

Las tablas 1 y 2 muestran una relacidn del conte
nido peptidico y de carbohidratos, encontrados para la mo-
l1écula de Clq, obtenida por diferentes métodos de purifica
cidn y una recopilacidén de datos obtenidos en la literatu-

ra. (L5)



TABLA 1. Composicidn de aminodcidos del Clq humano.

A:
B:

Clq purificado por el método
Clq purificado por el método
tacidn a fuerza iénica baja.
Promedio de datos reportados

ratura. (15)

del ADN.

de precipi~

en la lite-

Aminodcidos

(residuos por 1000) A B
Lisina 37.9 31312
Hidroxilisina 2572 2507
Histidina 19575 17,1
Arginina 43.0 41.8
Prolina 57 .6 62.3
Hidroxiprolina 50.2 48.6
Acido aspartico 7753 82.5
Treonina 62.3 50.5
Serina 58.8 50.6
Acido glutdmico 96 .2 99.0
Glicina 175.5 175.6
Alanina 41.1 . 42.8
Cistina 13.4 14.4
Valina 43.0 59.2
Metionina 18.3 170
Isoleucina 40.0 41 .4
Leucina 64.7 60.8
Tirosina 30.6 33.8
Fenilalanina 45,3 44,1

370
18.9
14.6
43.5
65.0
44,9
80.7
539
51.0
90.1
174.9
43.7
19,2
57.0
20.0
40.8
62,.3
33.2
43.5




TABLA 2. Composicidn de Carbohidratos del Clq humano
purificado por el método del ADN y analiza-

do por cromatografia gas-liquido. (15)

Carbohidratos % (p/p)
Fucosa 0.6
Manosa : 0.53
Galactosa 2:s3
Glucosa 2.5
N-acetil-glucosamina 1.0
N-acetil-galactosamina 0.63
Acido sidlico 0.4
TOTAL 7.96

Actividad Bioldgica

El componente Cl se encuentra en el suero como-
una asociacidén débil de Clq con un complejo tetramérico —-
o o : 2
Clrz—Ca -Clsz. La unidon a este complejo tetramérico se -
efectlia a través de la subunidad central de Clq y es esta-

bilizada por el idn Ca++.

La interaccidn entre Cl y las inmunoglobulinas -
de complejos antigeno-anticuerpo, a través del Clgq, es el
evento que activa la secuencia del sistema complemento. --

(21, 22)

El Clq se une por medio de sus fragmentos globu-

lares a la porcidn Fc de la regidn no variable de la cade-



na H de la inmunoglobulina. Esta unidn se favorece por el
cambio conformacional que sufre la molécula de anticuerpo-

al combinarse con su antigeno. (3)

La molécula de Clq es multivalente para unirse a
inmunoglobulina G (IgG) (5 moléculas de IgG por molécula -
de Clq) y monovalente para inmunoglobulina M (IgM). Se ha
demostrado que para el caso de IgG se requieren dos molécu
las como niimero minimo para activar Clq. (6,14). Esta di-
ferencia en el niimero de sitios enlazantes de Clq sobre la
molécula de inmunoglobulina sugiere que las regiones malti
ples Fc de la molécula de IgM inducen una conformacidn mis

apropiada para generar el sitio de fijacidén de Clq. (3,13)

Sobre bases moleculares se sabe que IgM es 18 ve
ces mas efectiva para unir Clq, pero en humanos se cuenta-
con que el 70% de las inmunoglobulinas presentes en suero-
normal son IgG. Por lo cual en el sistema bioldgico IgG -
tiene una mejor captacidn de Clq, ya que se encuentra en -
mayor concentracidon (26). Existen clases y subclases de -
inmunoglobulinas que no reaccionan con Clq. Solamente IgM
y las subclases IgG-1, IgG-2, IgG-3, pueden activar la se-
cuencia completa del sistema complemento; mientras que an-
ticuerpos de las clases IgA, IgD, IgE y subclase IgG-4, no
activan los pasos iniciales de la cascada del complemento,

ya que no reaccionan con Clq, aunque se cree que IgA e IgE



pueden activar este sistema por su via alterna. (6, 3).

El Clq posee actividades antigénicas que depen--
den de la estructura intacta de la molé&cula, esta propie--
dad ha servido para la preparacidn de suero anti Clq, el -
cual ha sido de gran utilidad para estudios bioquimicos. -

(32)

II. METODOS DE PURIFICACION DEL SUBCOMPONENTE Clq.

Entre los métodos utilizados para la purifica- -
cidn del subcomponente Clq, dos de los mds comunmente uti-
lizados son: el método del ADN (Agnello, 1969) y el método
de precipitacidn a baja fuerza idnica (Yonemasu y Stroud,-

1971) .

Método del ADN. (1)

Con este método se aisla el Clq de suero humano-

normal o de plasma recalcificado por precipitacidn con ADN.

El suero se dializa durante una noche contra so-
lucidn amortiguadora EDTA 0.01M, veronal o TRIS 0.025M, pH
8.6. La cantidad 6ptima de ADN utilizada es de 25ug/ml de
suero, la cual se adiciona al suero dializado, con agita--
cidn continua a temperatura ambiente durante una hora. Se

ﬁeja en reposo a 4°C durante 24 horas y se centrifuga a --



1000g durante 30 minutos, el precipitado obtenido se lava-
cuatro veces con amortiguador veronal s&dico 0.025M, pH —-
.8.6.y finalmente se resuspende en amortiguador fosfatos --
0.025M, NaCl 0.05M, MgCl2 0.003M. El pH se ajusta a 6.9 -
con HCl IN y se adicionan 100 ug de DNAsa/ml de suspencidn,
la cual se agita durante 3 horas a temperatura ambiente y-
se dializa contra el amortiguador de resuspensidn hasta --
que se disuelve la mayor parte del precipitado. La solu--
cidn se centrifuga a 100 000g durante 30 minutos. E1l so=-=
brenadante contiene aproximadamente 70% de Clgq; éste se pu
rifica por cromatografia en columna usando Sephadex G-200-
en amortiguador de fosfatos 0.3M, pH 5.3, con lo cual se -
separa la DNAsa y los productos de la digestidn. E1l mate-

rial purificado en la columna contiene mads del 90% de Clgq.

Método de Precipitacidén a Baja Fuerza Idnica. (32)

Este método aproveché la solubilidad minima que-
presenta el Clq en soluciones de baja fuerza idnica, para-
aislarlo y purificarlo. Las precipitaciones repetidas en
presencia de agentes quelatantes, eliminan el Clr y el Cls,

con lo cual el Clq es aislado del complejo Cl.

El suero fresco se dializa contra amortiguador -
EGTA 0.026M, pH 7.5, fuerza idnica 0.03; durante 4 horas a 4°C.~
El amortiguador se cambia y la didlisis se continda por 11

horas mds. Después de la didlisis, se separa el precipita



do, se lava una vez con el mismo amortiguador EGTA y se di
suelve en amortiguador acetado 0.02M, NaCl 0.75M contenien
do EGTA 0.01M, pH 5.0, fuerza idnica 0.08. Los agregados-
insolubles se eliminan por centrifugacidn. La solucidn --
clara se dializa contra amortiguador EDTA 0.06M, pH 5.0, -
fuerza idnica 0.065, durante 4 horas a 4°C. El contenido-
de la bolsa de didlisis se centrifuga, y el precipitado se
lava y disuelve en amortiguador fosfatos 0.005M, NaCl -
0.75M conteniendo EDTA 0.01M, pH 7.5, fuerza idnica 0.080,
se .centrifuga otra vez para eliminar agregados insolubles.
La solucidén clara se dializa contra amortiguador EDTA -—
0.035M, pH 7.5, fuerza idnica 0.069, durante 5 horas a 4°C.
Después de la didlisis el precipitado se separa por centri
fugacidn y se lava una vez con la misma solucidén de EDTA y
entonces se redisuelve en amortiguador acetato 0.025M, NaCl
0.75M conteniendo EDTA 0.01M, pH 7.5, fuerza idnica 0.080.
El rendimiento de esta Gltima preparacidn es de un 68% de-

Clq puro.

Este método lo recomiendan sus autores, ya que -
no requiere purificacidn en columna, procedimiento en el -
cual puede producirse cierta pérdida de la actividad biold

gica de 1la proteina.



III. FUNDAMENTOS PARA LA UTILIZACION DEL Clq EN LA DETER-

MINACION DE COMPLEJOS INMUNES

Los primeros estudios que se realizaren acerca -
de las interacciones entre el sistema complemento y comple
jos antigeno-anticuerpo, mostraron que umn componente termo
14bil, era el causante de la precipitacidén de tales comple
jos, debido a que aumentaba su insolubilidad. Posterior--
mente se descubrid que el causante del comportamiento de -

estas moléculas era el subcomponente Clq.

Se sabe que la eficiencia relativa de fijacidn -
a Clq de anticuerpos IgM es mayor que para anticuerpos IgG.
Esta unidn se ve afectada por el estado fisico del anti-

geno presente en el complejo antigeno-anticuerpo.

Estudios sobre esta fijacidn utilizando antige—-
nos solubles (substancia A), antigenos particulados (eri--
trocitos humanos tipo A) y el componente Cl revelan que --
los complejos antigeno soluble-IgM, presentan menor fija--
cién a Cl al compararse sobre bases molares con la fija- -
cién obtenida con complejos antigeno soluble-IgG. Este he
cho no parece depender de la actividad de Cl sino mas --
bien, de los cambios estructurales o distorcidn en la por-
cidén Fc de la molécula de anticuerpo al interactuar con el
antigeno. Debido a que la unidén de Cl a los complejos an-

tigeno soluble-IgM se presenta en la zona de exceso de an-



ticuerpo, esto mismo puede impedir la estructuracidén ade--
cuada de la porcidn Fc para dicha unidén. En cambio para -
complejos antigeno soluble -IgG, la fijacidn &ptima se pre
senta en la zona de equivalencia de la relacidn antigeno--
anticuerpo. De agui se ha estimado que la cantidad de an-
ticuerpos en forma de complejo, representa el porcentaje -

de anticuerpo que fija Cl.

También se tiene evidencia de que la actividad -
para fijar Cl por anticuerpos IgG es comparable para los -
dos sistemas utilizados, mientras que los anticuerpos IgM-
sobre la superficie celular son mads efectivos que aquellos

combinados con antigenos solubles. (13)

Otro conocimiento importante es la capacidad re-
lativa de diferentes clases y subclases de inmunoglobuli--
nas en diferentes estados de agregacidn para enlazar el --
subcomponente Clq. Lo cual sugiere que el grado de polime
rizacidon es un factor importante para el comportamiento de

estas proteinas.

El mecanismo aceptado para explicar el incremen-
to en la fijacidn de Clq por Ig agregadas, implica que al
agregarse, se aumenta el nimero y la proximidad de las re-
giones Fc de estas moléculas, creando condiciones mas favo
rables para el enlazamiento.(3,26). Esto se ha inferido -

en base al conocimiento de que el hecho de agregar 1Ig por



calentamiento involucra la formacidn de enlaces disulfuto-
y enlaces no covalentes, en la regién Fab y no altera las-

propiedades enlazantes de la regidn Fc. (26)

Se ha reportado que el subcomponente Clq reaccio
na en forma muy favorable con agregados de gran tamafio - -
(19S - 228). Una temperatura para agregar de 61°C y un --
tiempo prolongado de incubacidn (40 minutos), produce pre-
paraciones homogéneas de agregados de gran tamafio y en --
cierto grado reduce la avidez de estas moléculas por el =--
Clq, lo cual para ciertas condiciones prédcticas es de uti-

lidad. (29).

Entre los factores de importancia que influyen -
en la fijacidn de Clq estdn también la temperatura y la --

fuerza idnica.

Experimentos de fijacidn de Cl por complejos an-
tigeno-anticuerpo (eritrocitosjcubiertos con DNP (dinitro-
fenilo)-IgG anti DNP), muestran que a una temperatura de -
37°C, solamente se efectfia un enlazamiento débil y que da-
tos de utilidad prdctica se obtienen en un rango de tempe-
ratura entre 0°C y 19°C. Ademds este comportamiento estd-

en funcidn de la fuerza idnica.

Para estas temperaturas se ha reportado que un -
rango de fuerza idnica entre 0.09 y 0.15 es vdlido para la

unién de Cl a complejos antigeno-anticuerpo.



Estos estudios indican también que la disminu- -

.

cidon en la fijacidn de Cl, al aumentar la fuerza idnica, -
se produce por la disminucidn del nimero de sitios enlazan
tes en los complejos, pero sin alterar la constante de afi
nidad de Cl.(31). En esto hay discrepancia, ya que recien
temente se reporﬁa que el enlazamiento del subcomponente -
Clq a complejos albimina DNP-IgG anti DNP aumenta en forma
significativa al reducir la fuerza idnica del medio, pero-
esto se debe a un incremento en el valor de la constante -
de afinidad sin afectar el nimero de sitios enlazantes so-

bre los complejos.(l12). Los autores no dan una explica- -

s . %
cidon a esta discrepancia.

Se sabe ademas que los enlaces primarios de la -
interaccidon Clg-anticuerpo son de caricter idnico, por lo-
cual es necesario que estos factores se mantengan en nive-

les bajos, para el mejor desarrollo de la unidn.

El Clq tiene la caracteristica de unirse a poli-
aniones y policationes y se ha demostrado que el complemen
to es activado a través de la via clasica cuando estos —-
poli-iones (sulfato de dextran, polilisina, &dcido poliglu-
tamico, ADN, lipopolisacaridos), se adicionan al suero.(12)
Por el hecho de reaccionar tanto con aniones como con ca-
tiones se postula que Clq tiene cargas negativas y positi

vas en sus sitios de enlace y los poli-iones deben tener -



sitios de enlace muy similares a los sitios de las inmuno-

globulinas.

El conocimiento de estas propiedades del subcom-
ponente Clq, han servido como base en la utilizacidn de es
ta molécula para la deteccidn de inmunoglobulinas altera--
das y de complejos solubles antigeno-anticuerpo, en fluidos
bioldgicos de pacientes con enfermedades donde estas molé-
culas parecen ser las responsables de lesiones inflamato—--

rias severas y dafio de tejidos.
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METODOS DE DETERMINACION DE COMPLEJOS INMUNES

QUE UTILIZAN Clgq

El interés en la determinacidn de complejos inmu
nes solubles, ha traido como consecuencia, el disefio de mé
todos con un fin diagndstico y hasta ahora solamente con -

aplicacidn en investigacidn.

Son varios los métodos propuestos que utilizan -
la propiedad de subcomponente Clq del complemento de unir-
se a complejos inmunes solubles. Mencionaremos aqui, los-

métodos representativos de este tipo de unidn.

I. DIFUSION EN GEL (METODO DE AGNELLO). (1)

Este método estd basado en la reaccidén de preci-
pitacidn que se efectiia entre el subcomponente Clq y agre-
gados de inmunoglobulinas o entre Clq y complejos inmunes-

solubles.

La precipitacidén Sptima se presenta en placa de-
agarosa 0.6% en EDTA 0.01M, pH 7.2, fuerza iénica 0.09, --
temperatura 22°C y 0°C, tiempo 48 y 72 horas respectivamen

te. (Tabla 3, figura 2).

Las condiciones de la placa se deben a la mayor-



TABLA 3. PRECIPITACION DE COMPLEJOS INMUNES CON Clgqg

1 Clgq
2  AlgG

3 SHP (CI)

FIGURA 2. Placa agarosa al 0.6% en EDTA 0.01M a 22°C, 48 horas

Clgq subcomponente del complemento
AIgG inmunoglobulina G agregada

SHP (CI) suero humano problema con

complejos inmunes



difusibilidad que presenta el Clq en agarosa y al mejora--
miento de la precipitacién en presencia de EDTA. La reac-
cidén se efectiia solamente con agregados de inmunoglobuli--
nas mayores de 19S y con complejos inmunes formados con 2
a 20 veces el antigeno en exceso. Ademéds no se produce --
precipitacidn con inmunoglobulinas monoméricas de ninguno-

de los subgrupos.

Para la realizacidn de este método se han utili-
zado complejos inmunes ASH (alblmina sérica humana)-IgG an
ti ASH, agregados de inmunoglobulinas, sueros de pacientes
con lupus eritematoso diseminado (LED) y fluidos articula-
res de pacientes hipocomplementémicos con artritis reuma--

toide. (AR).

La reduccidn y alquilacidn (2-mercaptoetanol y -
yodoacetamida) de flufidos articulares activos y de agrega-
dos de IgG eliminan la posibilidad de que précipiten con -
Clq. Se presentan interferencias en la reaccidn de preci-
pitacidn cuando existen concentraciones altas de ADN, las-
cuales pueden ser eliminadas por tratamiento con DNAsa --
(desoxirribunocleasa). En fluidos articulares de interfe-
rencia por ADN, puede ser diferenciada de aquellas que pre
sentan los agregados de inmunoglobulinas, por persistencia
de la reaccidn positiva, después de reduccidn y alquila --

-
cion.



La precipitacidn inespecifica de agregados de in
munoglobulinas, no se pueden diferenciar de las que produ-
cen complejos inmunes. En pacientes con LED se ha encon--
trado que ademds de complejos inmunes, existen otras sus--

tancias desconocidas que también interactdian con Clgq.

En vista de estos inconvenientes, los autores --
del método, proponen, que éste debe ser usado en conjunto-
con otros procedimientos que ayuden a definir las propieda
des de las sustancias activas involucradas. Sin embargo, -
este método ha probado su utilidad en la sedeccidén de sue-
ros y otros fluidos bioldgicos, para determinar la presen-
cia de complejos inmunes de cardcter deconocido. La sensi
bilidad del método, para complejos inmunes, es de 50 a --

100ug/ml de suero.

II. ENLAZAMIENTO A Clq EN FASE SOLIDA

i) Agregados de IgG-I125 como molécula indicadora

Este método describe un redioinmunoensayo basado
en la competencia por enlazamiento de complejos inmunes vy
125

agregados de IgG-I al subcomponente Clq humano purifi--

cado.

Para la preparacién de la fase s6lida, el Clq pu
rificado se adsorbe y fija a la superficie de tubos de po-

liestireno por incubacidn durante una hora a 22°C, en amor



tiguador TRIS HC1l pH 8.1, fuerza idnica 0.15.

Una vez preparada la fase sdlida, se afiaden Sul-
de suero humano problema (SHP), IgG agregada o complejos -
antfigeno-anticuerpo, diluidos 1:10 en solucién NaCl-Tw-BSA
(NaCl 0.05M, Tween 20 al 1.5%, alblimina sérica bovina al -
0.1%), fuerza idnica 0.05. En seguida, los tubos se incu-
ban durante 3 horas a 22°C, con agitacidn continua, des- -
pués se lavan y se aflade a cada uno 5 6 10 ug de IgG-Ilzs—
agregada, de actividad especifica conocida; se incuba nue-
vamente durante 2 horas a 22°C, se lava y se determina la-
radioactividad en cada tubo. La muestra se desarrolla por
triplicado. Otros tubos son utilizados como controles: --

s

control (NaCl-Tw-BSA, IgG agregada); control Clq (Clg,

NaCl-Tw-BSA, IgG-I125 agregada). (Tabla 4, figura 3).

El porcentaje de inhibicidn del indicador IgG-

1125 agregada unido a Clq se calcula como:

100 - = 00c o % inhibicidén de unidn de IgG—I125 agregada
a -b

donde:

a representa el valor del control Clqg
b representa el valor del control

¢ representa el valor obtenido de la muestra probada.

Este método se ha probado con sueros de pacien--

tes con LED, AR, vasculitis y hepatitis crdnica.



TABLA 4.

RADIOINMUNOENSAYO EN FASE SOLIDA PARA UNION DE Clq A COMPLEJOS

INMUNES

1 Clq adsorbido en tubos de poliestireno - sol
2 Agregar SHP (CI), 22°C, 180’
3 Agregar AIgG—IlZS, 22°C, 120'. Se establece competencia

entre CI del SHP e AIgG—I125 por Clgqg.
4 Lavar y contar radioactividad
% Inhibici6n de unidn de ATgG-1'2> = 100 - —20¢
donde

125
a control Clq (Clq, sol, AIgG-I )
b control (sol, AIgG-Ilzs)
125

¢ problema (Clq, sol, SHP (CI), AIgG-I
Clq subcomponente del complemento
sol NaCl-Tw-BSA

125 : 5 125

AlgG-1 agregados de inmunoglobulina G marcados con I
SHP (CI) suero humano problema con complejos inmunes

56%¢, 30"
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Al usar este método con sueros de pacientes con=
AR hubo un aumento en 1a unidn de agregados de IgG-1125,
particularmente cuando el suero presentaba una actividad -
alta de factor reumatoide. Una explicacidn a esto se da en
el sentido de una probable unidn a Clq de complejos inmunes
que poseen valencias libres de factor reumatoide, las cuales
compensan su efecto bloqueante por su enlazamiento a los =

agregados IgG—Ile.

Este método requiere de concentraciones pequenas
de Clgq (50-200ug) para saturar la fase s6lida; en almacena
miento a 4°C la estabilidad de Clgqg adsorbido se mantiene -
hasta 50 dias después de su preparacidn. Las condiciones-—
de tiempo de incubacidn, temperatura y fuerza idnica se de-
terminaron para cada paso de la reaccidn y se utilizaron -

en su desarrollo las consideradas como dptimas.

Un problema que ha tenido poca atencidn es el -
concerniente a la diferenciacidn de complejos inmﬁnes Y ==
agregados de inmunoglobulinas formados durante el almacena
miento © manipulacidn de los sueros, PpoOT lo que se reco- =
mienda utilizar sueros frescos o almacenados a -70 y -90°C,

evitando la descongelacidn repetida.

Una limitacidn de este ensayo, se relaciona a la
tendencia de la molécula de Clg para formar complejos mole
culares con ADN, con glicoproteinas de peso molecular bajo

presentes particularmente en sueros de pacientes con LED y



con ciertas endotoxinas bacterianas. Sin embargo como ya-
se menciond anteriormente, algunas de estas interferencias
pueden evitarse porT tratamiento con DNAsa ¥y por reduccidn-
y alquilacidn de los fluidos bioldgicos. Otra solucidén a

este problema, es usar anticuerpos IgG-Ilzs, dirigidos con

tra cadenas Y y M, como indicador, en lugar de IgG—I125 -
agregada. Ya que en este sistema, la presencia de comple-
jos se ha manifestado también por una unidn elevada de an-

ticuerpos IgG—Ilzs.

La sensibilidad del método es de 2 a 5 ng/ml pa-
ra IgC agregada ¥y de 50 ng/ml para complejos inmunes forma

dos en exceso de anticuerpo.

ii) Proteina A-Ilzs'como molécula indicadora

(9,8)
En 1958, Jensen descubrid una sustancia que pre-
cipitaba al reaccionar con suefo humano (l16). Este mate--
rial correspondia a una proteina estafilocdccica llamada A.

La cepa productora de dicha proteina es el Staphylococcus-

aureus Gowan I.

Posteriormente se descubrid que™la proteina A, -
reaccionaba con l1a porcidén Fc de las inmunoglobulinas de -
los tipos G-1, G-2, G-3. Esta propiedad ha servido para -
utilizar la proteina A como molécula indicadora en la de==

teccidn de complejos inmunes solubles, que contienen IgG -



como anticuerpo.

El ensayo se basa en el enlazamiento simultaneo-
de complejos inmunes a Clq en fase sblida y de proteina A-

radiomarcada a IgG presente en los complejos inmunes.

Inicialmente el método utilizaba a las células -
estafilocdccicas conteniendo en su pared celular la pro- =
- 32 . - .
teina A marcada con P°°. Con este sistema se tenia perdi-

St : 2im - 32

da en la estabilidad de asociacilon de las células al P

por: la destruccidn parcial de la pared celular después de-
48 horas a partir de su preparacidn. También la densidad-
alta de Clq en la fase sélida no era recomendada, ya que -
esto causaba la liberacidén de las células por parte de los
complejos inmunes enlazados a Clg, induciendo asi, Indices
de enlazamiento disminuidos. Este comportamiento se debe-
probablemente a que el Clq en alta densidad puede actuar =
como factor bloqueante, enlazando excesivamente la procidn
Fc de la molécula de IgG, evitando de esta forma, el enla-
zamiento efectivo subsecuente de la proteina A. Otra cau-

sa probable es que por razomes estéricas se bloquee la ca-

pacidad enlazante de Clq.

Recientemente se reporta (8), que utilizando la-
proteina A aislada y marcada con 1125, la sensibilidad es

10 a 20 veces mayor que en las condiciones iniciales.

Para el desarrollo del ensayo, la fase sdlida se



prepara adsorbiendo proteina Clgq purificada a tubos de po-
liestireno; a estos tubos se les afiade 10ul de SHP diluido,
1:20 y 1.0 m1 de solucidn NaCl-Tw-BSA, se incuban durante
18 horas a 22°C. Después se lavan 3 veces comn solucidn --
NaCl-Tw-BSA. Enseguida se adicionan 5ul de proteina A-I125
(actividad especifica conocida), se incuba nuevamente du--
rante 3 horas a temperatura ambiente, se lava y se determi
na la radioactividad. La solucibn utilizada como blanco -
es NaCl-Tw-BSA. Para la evaluacifn, los resultados se com
paran con los obtenidos de suero humano normal (SHN) trata

do en 1la misma forma que el SHP. Los resultados se expre

san en indices de enlazamiento.

Indice de enlazamiento igual a:

cuentas problema (SHP) - cuentas NaCl-Tw-BSA
cuentas NaCl-Tw-BSA

Este método se ha utilizado para detectar IgG --
agregada y complejos inmunes en sueros de pacientes con in
farto agudo al miocardio. La formacidn de complejos inmu-
nes se ha determinado en pacientes con infarto agudo al --
miocardio por ésta y por otras técnicas (29) de deteccidn
de complejos inmunes. Se ha observado que existe una rela
cién entre la produccidn de complejos inmunes y el tamafio-
del infarto. La frecuencia de reacciones positivas en la-

determinacidn de complejos inmunes, se incrementa entre -



los 10 y 15 dias después del infarto y disminuyen paulati-

namente después de este periodo.

El ensayo esta limitado para reaccionar solamen-
te con las subclases de IgG, antes mencionadas. Sin embar
go, puede usarse como un suplemento mds selectivo al compa
rarse con otros sistemas que detectan complejos inmunes --

que contienen tanto anticuerpos IgG como IgM.

La cantidad de Clq utilizada es de 2pug/tubo, de-
bido a que en este sistema, la deteccidn de complejos inmu
nes se ve afectada por la cantidad de Clg en la fase s&li-

da.

Este método tiene similitud con el mé&todo que --
o 1 = A s
utiliza IgG-I &) agregada como molé&cula indicadora. La ma

nipulacidn de los sueros es igual en ambas técnicas .

La sensibilidad del método para IgG agregada es-—

de 50ng/ml.

IITI. PRECIPITACION SELECTIVA CON POLIETILENGLICOL. (18,25)

Este método estd basado en el tamafio molecular -
de los complejos inmunes y de la propiedad de unirse a Clg

que los caracteriza. Una precipitacidén selectiva con po--

lietilenglicol (PEG) permite la separacidn de Clq—I125 1i-

bre y Clq—I125 unido a complejos inmunes.



Esta técnica utiliza 0.2ml de suero problema sin
diluir. Las muestras problemas se colocan en tubos que ==
contengan la misma cantidad de amortiguador veronal salino
y se afiade élq—I125 de concentracidén y actividad especifi-
cas conocidas. Se incuba durante una hora a 4°C. Se cen-
trifuga a 1000g:durante 20 minutos, el sobrenadente se des
carta y se mide la radioactividad en el precipitado lava--
do. Los resultados se expresan como el porcentaje dg - -
Clq-l'125 precipitado y son calculados en base a la radioac
tividad de proteina unida, precipitable con dcido tricloro
acético al 10% (TCA 10%), la cual se determina para cada -

andlisis efectuado. (Tabla 5, figura 4).

125
(cpm Clg-I -problema) - (fondo)x 100=%de Clq—1125 anido

(cpm Clq-};zs, TCA 102) - (fondo)

Para el disefio de este métpdo se usd suero de un
modelo experimental de enfermed;d autoinmune, posteriormen
te la técnica se aplicd al estudio de sueros de pacientes-
con LED y recientemente se ha utilizado en la investigﬁ- -
cién de complejos inmunes en pacientes con diferentes ti--

pos de céncer. (25) .

Se sabe que el PEG en concentraciones bajas, pug
de usarse para precipitar complejos antigeno-anticuerpo, -

en condiciones a las cuales tanto el antigeno como el anti



TABLA 5. CUANTIFICACION DE COMPLEJOS INMUNES POR UNION A Clq—I125 UTILIZANDO PEG

1 sHP (C1) - Clg-1 2° - A, 25°¢, 60'; 4°c, 60"

2 Agregar PEG, 4°C, 120'

3 Precipitacidn selectiva de Clq—I125 unido a CI por centrifugacidn

a 1000xg, 20'. Descartar sobrenadante y contar radioactividad en

el precipitado.

¥ da Clq_I125unido _ _(cpm Clq—Iizz, problema) - (fondo) X 100
(cpm Clq-I , TCA 10%) - (fondo)

Clq—I125 subcomponente del compiemento marcado con 1125

A ‘amortiguador veronal salino

PEG polietilenglicol al 2.5%

SHP (CI) suero humano problema con complejos inmunes

56°C, 30'.



FIGURA 4. CUANTIFICACION DE COMPLEJOS INMUNES POR UNION A Clq125 UTILIZANDO PEG
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cuerpo libres son solubles (31). Este conocimiento se ha-
utilizado para las bases tedricas del método. El mecanis-
mo de accidn de PEG es desconocido, pero se cree modifica-
1a solubilidad de las proteinas. El efecto de precipita--
cidn en este sistema de deteccidn de complejos inmunes (==
(CI) se explica por la exclusidn estérica del complejo ma-

125

cromolecular (CI-Clq-I ) en el solvente por influencia -

del PEG. (5, 18).

Un hecho importante de este ensayo es que el por
centaje de Clq-I125 precipitado estd relacionado principal
mente a la cantidad absoluta de complejos circulantes més-

que al tamafio relativo de los mismos.

La fijacidén inespecifica de Clq a ADN nativo, =-=-
ADN de cadena simple y a lipopolisacdridos bacterianos - -
(LPS) no se puede detectar en ias condiciones de ensayo, =
debido a que tanto el ADN como los LPS no muestran activi-
dad enlazante fuerte sobre Clq, ademé@s estas moléculas son
completamente solubles en PEG, por lo tanto la fijacidn de
Clq en ellas no induce precipitacién del subcomponente del

complemento en presencia de PEG al 2.5% 4 (33)%

Una modificacidn de este método sefiala que no es
necesaria la inactivacidn del suero antes de su utiliza- -
s - . . 3 . -
cidn en el ensayo, e indica que el proceso de inactivacidn

por calentamiento puede producir inmunoglobulinas agrega--



das, pero que el efecto mayor que se produce es disminuir-
1a habilidad de 1los complejos inmunes preexistentes para-
fijar Clg, debido a la disociacidn de ellos por involucrar

antigenos termoldbiles. (3.3)

125 s
por incorpora

Para evitar la pérdida de Clg-I
cidn al coﬁponente Cl, cuando el suero no ées inactivado,-
se efectiila un tratamiento con EDTA en concentraciones al--
tas. En estas condiciones el Clg intrinseco del suero =+~

125

ejerce una competencia minima en la unidn de Clg-I a

complejos inmunes.

La cantidad de suero requerida para el ensayo es
pequefia, lo cual indica alta sensibilidad. También esta -
técnica permite resultados cuantitativos y puede ser utili
zada en la investigacidn de estudios progresivos en pacien

tes durante y después de la terapia.

La reproducibilidad de la prueba es buena, sola-
mente se aconseja la centrifugacidn del Clq antes de utili
zarlo, para mantener una concentracidn conveniente de pro-

12:5

teina y estabilizar el Clq-I , puesto que en solucién --

tiende a agregarse.

Las limitaciones que tiene este método son: -—-—-
a) solamente se pueden detectar complejos inmunes que con-
tengan anticuerpos enlazantes de Clq; b) utilizar sueros -

frescos o de congelamiento reciente para evitar la forma--



" ¢ién espontédnea de inmunoglobulinas agregadas; c) la prue-
ba no da indicacidn directa para la identificacidn del an-

tigeno en el complejo.

La sensibilidad del método es de 10 yug/ml para-
IgG agregada y de 3 pyg/ml para complejos solubles IgG-anti

IgG. (26).

IV. ENLAZAMIENTO A Clgq POR INHIBICION COMPETITIVA.

PRUEBA DE DESVIACION

i) Eritrocitos de carmero sensibilizados. (28,27)

Este método estd basado en la inhibicién de la -
fijacidn de Clq—I125 a eritrocitos de carnero sensibiliza-
dos (EA), por la presencia de complejos inmunes circulan--

tes en el suero.

El ensayo consiste en dilufr 50 ul de suero en -

100 pl de solucidn salina y 100 Yl de amortiguador veronal

sacarosa pH 7.2. E1l suero dilufdo es inactivado a 56°C du

rante 30 minutos. Después de la inactivacidn, se afiaden -

10 pl de Clq—I125 (I ug) y se incuba a 20°C durante 15 mi-
8

nutos, en seguida se adicionan 200 pl de EA (4 X 10 célu-
las) y se continfia la incubacidén durante 15 minutos. Al -
terminar ésta, una alicuota de 200 ul de la mezcla de reagc

cidn se pasa a través de 150 pl de solucidn de sacarosa al



-40% en amortiguador de fosfatos 0.05M, pH 7.0, contenidos-

en un microtubo. Se procede a centrifugar a 15 000 rpm --

(aproximadamente 13 000 g) durante 5 minutos. Después se-

cuenta la radioactividad de las dos fases. La fijacidn de
125

Clqg-I por EA se calcula en porcentaje de radioactividad

total recuperada. (Tabla 6, fig. 5).

% de fijacidn v
125 = cpm del boton X 100

defe tast cpm del botdn + cpm del sobrenadante
Para determinar la inhibicidn de enlazamiento de
Clq—I125 a EA por el suero problema, la fijacidn de Clq --

por EA en presencia de suero- humano normal se cuantifica-

simultaneamente.

El porcentaje de inhibicidn de la fijacidn o por:

125

centaje de desviacidon de Clg-I para el problema se cal-

cula como:

% de desviacidn de Clq—I125 igual a

% fijacidén control (SHN) - % fijacidén problema

% fijacidon control & 100

Este ensayo se ha efectuado con complejos inmu--
nes preparados in vitro y en casos de nefropatias glomeru-—
larcs (principalmente glomerulonefritis aguda y glomerulo-

nefritis membranosa).



TABLA 6. RUEBA DE DESVIACION DE Clq PARA DETERMINACION DE COMPLEJOS INMUNES

1 SHP(CT)=k - Clg=1°27, 20°C, 15'

2 Agregar ES, 20°C, 15’
3 Centrifugar en S, 13 000xg, 5'
4 Separar y contar radioactividad en ambas fases

cpm del botdn

ASde Bt jacion cpm del botdn + cpm del sobrenadante z 100
e Dewyiacitn. de Clq = % _de f13ac1onadel c9?tr9} - % de fijacidn del problema X 100
% de fijacidn del control
donde
control SHN - Clq—Ilzs—ES
problema SHP (CI) - Clq—I125 - ES
125
Clg subcomponente del complemento marcado con I
A amortiguador sacarosa veronal
ES eritrocitos de carnero sensibilizados

SHP (CI) suero humano problema con complejos inmunes, 56°C, 30'

SHN suero humano normal

S sacarosa al 40%



FIGURA 5. PRUEBA DE DESVIACION DE Clqg PARA DETERMINACION DE COMPLEJOS INMUNES
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Para la evaluacidn de la interferencia en la fi-
jacidn a Clq por complejos inmunes, el complejo EA consti-

tuye el blanco de activacidn o de fijacidn de Clgq.

En una mezcla EA, complejos inmunes y Clq—Ilzs,-

una cierta cantidad de Clq es desviada de su blanco. normal
y fijada por complejos inmunes. Esta cantidad es propor--
cional a la concentracidn y reactividad de los complejos -
inmunes presentes, asi la fijacidn de Clq sobre EA en pre-
sencia de complejos inmunes es menor al ser comparada a la

fijacidn observada en el suero normal.

La representacidn esquemdtica de la reaccidn es:

a. EA + Clq—I125 — Clq—IlZSEA + Clq—1125
b. EA + Cl1 + Clq—I125 — EAClq—I125 =+ ClCll—I125 +
Clq—1125

La radioactividad medida en las fracciones a y b

permite determinar la desviacidn de Clq—Ilzs. Para mayor-

reproducibilidad de la prueba, el Clq—I125 fijado a los --
eritrocitos sensibilizados se separa del resto del Clq--Il25

en la fase fluida, sea o no fijado a los complejos inmunes

solubles.

Para obtener una sensibilidad dptima, la canti--
dad de hemolisina utilizada para preparar EA, es critica,-

ya que la variacidn de la dosis semnsibilizante modifica la



reactividad con respecto al enlazamiento de Clq. Asi tam-
bién, al estar las cé&lulas cubiertas de anticuerpos adecua
damente, limitan la posibilidad de interferencia debida a-
anticuerpos heterdfilos antimembrana glomelural, presen--
tes en los suerps problema. En las condiciones del ensayo,
la dosis sensibilizante permite una fijacidn de Clq—I125

del 50 al 70%, para sueros normales, gin causar aglutina--

cién y hemdlisis de los eritrocitos.

La sensibilidad de la prueba de desviacidn de --

Clq es mayor que la de otros métodos. Mientras que la pre-
ol .2 1

cipitacibn en gel y la prueba de precipitaciOn de Clg-I =

detectan IgG agregada a concentraciones minimas de 100/ ml

y 50u/ml respectivamente.

La prueba de desviacifn permite detectar 51U g/ml,

y como cantidad menor absoluta detectable 250 ng/ml.

La prueba de desviacidn tiene una sensibilidad -
similar a la de métodos con fuﬁdamentos tedricos diferen--
tes como es la prueba que emplea células linfoblastoides -
cultivadas para el enlazamiento de complejos inmunes, cuya

sensibilidad es alta;

La reproducibilidad de la prueba indica que una-

desviacidn superior al 15% se considera como positiva.(28)

Esta prueba detecta también otras sustancias fi-

jadoras de complemento, como ADN y endotoxinas bacterianas



las cuales inhiben la fijacidn sobre las células sensibili
zadas. En el caso del ADN, al igual que en los métodos an
tes mencionados la interferencia se elimina por tratamien-

to con DNAsa.

Los autores del método indican que para este sis
tema, la inactivacidn por calentamiento del suero problema,
aparentemente limita el enlazamiento de complemento a com-

. . = ! 125
plejos inmunes y los hace m3s accesibles a Clq-I (27) .-

Se recomienda también el uso de sueros frescos o de conge-

lamiento reciente.

El lavado de las fracciones antes del conteo de-
radioactividad no es factible debido a la reversibilidad -
de la fijacidon de Clg, adem3s en la fraccidn fluida produ-

ce cuantificaciones inexactas o imposibles de efectuar.

Dada la estabilidad de las c€élulas sensibiliza--
das y del Clq-Ilzs, la prueba puede ser practicable en el

laboratorio clinico.

ii) Agregados insolubles de IgG. (10)

Este ensayo esta basado en la competencia de sus
tancias enlazantes de Clq con agregados insolubles de IgG-
(I1A).

El procedimiento se desarrolla incubando Clq—I125



con cantidades en aumento progresivo de suero problema (in
activado a 56°C, durante 30 minutos) o de agregados solu--
bles de IgG, hasta un volumen total de 50 ug de IIA (5 u 1)
y se continfia la incubacidn por 30 minutos.mds. Se sepa--
ran dos fases por centrifugacidén a 2000 rpm durante 5 mi-
nutos, y se mide la radiactividad. La diferencia de ambas
cuentas se considera como la cantidad de Clq unido a com--
plejos inmunes. Los controles consisten en reemplazar el-

suero humano problema con suero humano normal inactivado.

Esta técnica se ha utilizado con agregados solu-
bles de IgG y sueros de pacientes con AR. En las condicio
nes descritas los agregados solubles revelan una inhibi- -
cidn de enlazamiento.lineal hasta un nivel del 50%. Esta-
misma relacidn lineal, se ha obtenido con sueros de pacien

tes con AR.

Se reporta que para este sistema, el suero de pa
cientes con AR muestra la preséncia de un material descongo
cido, el cual enlaza competitivamente Clq en grandes canti
dades. Para disminuir la concentracidn de este material,-
en el suero, se utiliza D-penicilamina, de la cual se sabe
que facilita la depolimerizacidn de ciertas clases de mi--

croglobulinas patoldgicas.

Este ensayo al igual que todos los ensayos basa-

dos en el enlazamiento de Clq, tiene las limitaciones re--



sultantes de la presencia de sustancias como ADN, lipopoli

sacaridos y glicoproteinas de peso molecular bajo.

Los reactivos para el andlisis son de preparacidn
facil y su estabilidad se mantiene por congelamiento. Se-

recomienda también la utilizacidén de sueros frescos.

La sensibilidad del ensayo es de 1 pug de agrega-
dos de IgG contenidos en 50 W1 de suero y es comparablemen

te mejor que técnicas como la precipitacidn en gel.
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DETERMINACION DE COMPLEJOS INMUNES SOLUBLES

UTILIZANDO LATEX CUBIERTO DE GAMMA GLOBULINA HUMANA

I. FUNDAMENTO

En el presente capitulo se explicardn los funda-
mentos y técnicas sobre los cuales estd basado este proyec

to.

Reaccidn de Aglutinacidn

La reaccidn de aglutinacidn se ha usado amplia--
mente como un ensayo semicuantitativo de alta sensibilidad.
Esta reaccidn se presenta por la unidn de células o parti-
culas grandes a anticuerpos dirigidos contra sus antigenos
de superficie; a diferencia de la reaccidn de precipita- -
cidn, la cual se efectiia entre proteinas antigénicas multi

valentes y sus anticuerpos.

La reaccidn de aglutinacidn se considera general
mente de mayor sensibilidad que 1la reaccion de precipita--
cidn, ya que las particulas relativamente voluminosas cu--
biertas con una capa delgada de antigeno parecen amplifi--

s
car la reacciOn.

Se ha demostrado que el diluir los sueros ensaya

dos favorece la observacidn de la aglutinacidn a diferen--



cia de la reaccidn de precipitacidm que se ve disminuida -
cuando se desarrolla con sueros diluidos. Esto puede es--
tar relacionado con el nimero de particulas necesarias pa-

ra hacer visible la reaccidn.

La presencia de un electrolito asi como su fuer-
za idnica, son importantes para que las cargas de superfi-
cie estén amortiguadas adecuadamente antes que las particu
las se acerquen lo suficiente para que las moléculas de an
ticuerpos formen uniones especificas entre ellos. De este
modo aunque los anticuerpos esten enlazados especificamen-
te a la superficie de las particulas puede no presentarse-
la aglutinacidn si la c&ncentracién salina es baja. Con--

trariamente, la adicidn excesiva de sales puede inducir --

aglutinacidn aun en ausencia del anticuerpo.

Este método rdpido y simple se ha extendido‘a --
una amplia variedad de antigenos solubles, al unirlos a la
superficie de particulas. La Aglutinaciﬁn pasiva, como se
denomina esta reaccidn, utiliza polimeros sintéticos tales
como poliestireno o minerales coloidales como la bentonita,
como soporte de los antigenos. Ordinariamente estas partl
culas adsorben por medio de enlaces no covalentes a los an

tigenos, sobre su superficie.

La aglutinacidn es una prueba de alta sensibili

dad, la cual mide los niveles de anticuerpos en términos -



relativos, no en unidades de peso. Asi mismo la inhibi- -
cidn de esta reaccidn, provee un ensayo sensible, el cual-
puede efectuarse al adicionar al medio de reaccién un 1i--
gando libre que inhiba especificamente 1la reaccidén, al com
petir por el antigeno adsorbido sobre la superficie de 1las

particulas. (14, 6).

El latex (poliestireno) cubierto de IgG, es un -
reactivo Gtil en pruebas de aglutinacidn, por lo cual he--
mos pensado utilizarlo como indicador en el sistema de re-
accidn que nos interesa. Sabemos que este reactivo se uti
1liz6 en estudios de interaccign entre complemento humano e
inmunoglobulina G, observindose que el subcomponente Clq -
del complemento era el responsable del efecto aglutinante-
sobre las particulas de litex. Esta reaccidn de aglutina-
cidn se efectida en forma lineal, lo cual indica que depen-
de y se incrementa en forma proporcional a la concentra- -

cidn de Clq. (7).

Del Clq sabemos que es la proteina de reconoci--
miento de la via cl&dsica del complemento, tiene gran avi--
dez por los complejos inmunes y ha servido como detector -
sensible de €stos y otros materiales que reaccionan con el

complemento. (1, 3).

En base a las caracteristicas del subcomponente-

Clg, asi como del reactivo latex cubierto de IgG (L&-IgG)-



tratamos de disefiar el proyecto de una té&cnica que nos fue
ra Gtil en la determinacidn de complejos inmunes solubles-

Yy que no requiera de aparatos costosos y sofisticados.

Este disefio estd basado en la inhibicidn de la -
aglutinacidn de 1&tex cubierto de IgG, por la presencia de
complejos inmunes que compiten con estas particulas por 1la

fijacidn de Clq.

En teorfa los complejos inmunes no reaccionan --
con el latex cubierto de IgG ya que la porcidn activa Fec -
del anticuerpo expuesta por la formacidn del complejo sola
mente enlaza Clq y no una inmunoglobulina como 1la que se =

encuentra cubriendo las partficulas de latex.

La secuencia de la reaccidn que se propone, con-
siste en hacer reaccionar complejos inmunes (CI) con el --
subcomponente Clq humano purificado y hacer detectable 1la
reaccidn por medio de particulaé de litex cubiertas de IgG,
las cuales, al unirse con Clq libre de 1la primera reaccidn

producen una aglutinacidn.

La aglutinacidn serid de mayor o menor grado de--
pendiendo de la inhibicidn ejercida por la presencia de --

complejos inmunes.

En forma esquemdtica la reaccidn puede expresar-

se de la siguiente manera:



Clq + Lalgh ————————— Clg-l.alg6
ClI + Clq + LalgG ——————— CI-Clq + Clq-LaIgG

Asi, se espera que al reaccionar cantidades cono
cidas de complejos inmunes (preparados in vitro) con Clq -
purificado, haya una fijacidén de Clq por los complejos in-
munes y al afiadir latex cubierto de IgG se presente compe-
tencia entre complejos inmunes y la IgG de las particulas-
de latex por la fijacidén a Clq, produciendo una inhibicidn
de la aglutinacidn proporcional a la concentracidén de los-
complejos inmunes presentes. Si se compara esta inhibi- -
cidn de la aglutinacidén con la producida por un suero pro-
blema tratado en la misma forma que los complejos inmunes-—
preparados in vitro, podemos evaluar la cantidad de comple
jos inmunes o de substancias fijadoras de Clq. De tal ma-
nera que la concentracidon de complejos inmunes esté deter-

minada por el grado de inhibicidén de la aglutinacidn.

I1. MATERIALES Y METODOS

La preparacidn de las substancias que se propo--
nen para este proyecto pueden prepararse en el laboratorio

o adquirirse de marcas comerciales.

Proteina Clq purificada

Esta proteina puede obtenerse de sueros normales,



haciendo la purificacidn por el método del ADN (1) o por -

el método de precipitacidn a baja fuerza ibnica (32).

Una vez obtenida la proteina se requerird estan-
darizarla, para lo cual se proponen las siguientes pruebas:

determinacidn de proteinas, pureza y actividad biolGgica.

Estas pruebas pueden efectuarse por métodos muy-
utilizados en laboratorios clinicos. La determinacidn de
proteinas puede efectuarse por la modificacién al método -
de Lowry (14), se pensd en esta té&cnica, ya que permite la
cuantificacidn rapida de concentraciones pequeiias de pro--

teina (1 a 5 ug/ml).

La prueba de pureza consiste en electroforesis -
en gel de acrilamida, efectudndose por el método modifica-

do de Davis. (32).

La actividad bioldgica de la proteina puede de--
terminarse en placas de gel de agarosa 0.6% (1) y midiendo

las unidades aglutinantes (29).

Complejos Inmunes Solubles.

La reaccidn de precipitacidon cuantitativa de com
plejos antigeno-anticuerpo indica que para sistemas monoes
pecificos, el anticuerpo que reacciona es esencialmente --

equivalente a la cantidad de antigeno adicionada.



En una curva de precipitacidn antigeno-anticuer-—
po se observan tres zonas de reaccidn; exceso de an ticuer

po, equivalencia y exceso de antigeno.

La relacién anticuerpo—-antigeno en la zona de ex
ceso de anticuerpo de muchos sistemas monoespecificos, va-
ria en forma muy cercana a la linearidad, cuando se afaden
cantidades crgcientes de antigeno. En esta zona la rela—-
cién molar excede grandemente a 1.0, indicando que varias-—
moléculas de anticuerpo se combinan con una molécula de an
tigéno. En la zona de exceso de antigeno, esta relacidn -
tiende a formar una curva con un valor limitante ligeramen
te mayor de 1.0. Esto se ha explicado con la teoria del -
enrejado (Heidelberger y Marrack), la cual sugiere que la-
precipitacidn es una consecuencia de la formacidon de agre-
gados de anticuerpo-antigeno, de tal manera que cada molé-
cula de anticuerpo se une a mas de una molécula de antige-
no y viceversa, formando una red, y cuando los agregados -
exceden del volumen critico se produce la precipitaci6n. -
Asi mismo, cuando los complejos precipitan en las zonas -—
de exceso, se forma un agregado lineal con moléculas de an
tigeno y anticuerpo alternantes (Ag. Ac. Ag. Ac. Ag. Ac).-
En la regidén de exceso de antigeno se han encontrado rela-
ciones anticuerpo/antigeno menores de 1.0, pero los agrega
dos formados en esta zona permanecen en el sobrenadante --—

porque son pequenos y determinan la rama descendente de la



curva de precipitacidn.

Se ha demostrado que las relaciones molares de -
los complejos solubles varian considerablemente; 0/ 758 ==
(Ac3Ag4) en ligero exceso de antigeno, 0.67 (ACZAgB) en ex
ceso substancial de antigeno y en exceso extremo del anti-
geno la relacidén se aproxima a 0.5 (AcAgz), como se espera

de la bivalencia de la molécula de anticuerpo. (6).

El procedimiento para efectuar la reaccidén de -
precipitacidn cuantitativa de complejos anticuerpo-antige-

no se efectiila de la siguiente manera:

Se preparan 10 diluciones progresivas a partir -
de 1 ml de solucidn de alb@mina sérica humana (ASH) (1 mg/
ml). Utilizando amortiguador de boratos 0.05M pH 8.2 como

diluyente.

En una serie de 9 tubos colocar 0.5 ml de la di-
lucidn correspondiente del antigeno (ASH). Adicionar a ca
da tubo 0.5 ml de suero anti ASH. Mezclar e incubar a -—-
37°C durante 30 minutos. Agitar los tubos y mantenerlos -
en reposo a 4°C durante 24 horas, agitar nuevamente, ¥y de -
jarlos en reposo a 4°C durante 48 horas. Centrifugar a --
2400 rpm, 4°C durante 30 minutos. Decantar cuidadosamente
el sobrenadante, lavar dos veces el precipitado con 0.5 ml
y 1 ml de solucidn amortiguadora fria, centrifugando a --

2400 rpm, 4° C durante 30 minutos. Diluir el precipitado -



en 5 ml de acido acético 0.25N. Leer la absorbancia de 1la
solucidén contenida en cada tubo a 280 nm. Graficar (concen
tracidn del antigeno en las abscisas y absorbancia en las-

ordenadas) .

En otra serie de tubos, los cuales se utilizan -

para determinar la densidad 6ptica del antigeno, colocar
0.5 ml de la dilucidén correspondiente del antigeno (ASH) y
anadir 5 ml de dcido acético 0.25N, mezclar completamente-

y leer la absorbancia a 280 nm. (14).

Cantidad de anticuerpo precipitado:

M=D—T;—;ﬁxvx1o
El;m (Ac)

donde
M cantidad de anticuerpo en el precipitado (mg)
Dsp absorbancia del precipitado

\ ml de dcido acético anadidos para disolver el
precipitado

1% N - e .
Elcm coeficiente de extincion del anticuerpo

Dx absorbancia del antigeno en el precipitado

Para llevar a cabo este proyecto se ha pensado -
utilizar complejos inmunes solubles del sistema ASH-anti -
ASH. Prepardandolos con 10, 20 y 50 veces el antigeno en -
exceso. El suero anti ASH deberd obtenerse de conejos in-

munizados y se determinard el punto de equivalencia previa



mente a su uso por medio de una curva de precipitacidn.

Preparacidn de Complejos Inmunes Solubles

Colocar en tubos de ensayo 0.5 ml de ASH (concen
tracidn adecuada para el exceso de antfgeno correspondien-
te) y adicionar 0.5 ml de suero anti ASH, cubrirlos y colo
carlos en bafio de agua a 37°C durante 30 minutos, agitar y
mantenerlos a 4°C durante 16 horas, centrifugar a 3000 rpm

durante 20 minutos, salvar el sobrenadante. (24)

Suero Humano Normal (SHN)

El suero humano normal se requiere para la prepa
racidon de controles. El suero deberd ser inactivado (56°C
30 min.) y diluido (1:6) en amortiguador de boratos 0.05M,
pH 8.2 antes de usarse. Este tratamiento es necesarid pa-
ra eliminar el Clq enddgeno y ademds la posibilidad de en-
contrar reacciones positivas falsas por substancias inespe

cificas.

Se sabe que algunos sueros normales presentan ac
tividad aglutinante de ldtex cubierto de IgG (baja inciden
cia), sobre todo cuando han sido almacenados por largo --

tiempo. (7).



Litex cubierto de IgG (LaIgG)

Este se obtiene de reactivos comerciales utiliza
dos en la prueba del factor reumatoide. (Lab. Hyland, Lab.

Lafdén, Lab. Hoecht).

Solucidn Amortiguadora

El amortiguador que se utiliza es una solucidn -
de NaCl 0.15M, boratos 0.05 M, pH 8.2, fuerza idmnica 0.20;
ya que sabemos esta solucidn es de utilidad para la reac--

cidn Clq-LaIgG. (23).

Por tratarse de una microtécnica debemos conside

rar que los recipientes sean adecuados para volumenes pe--
= S : -

quefios, para lo cual se requerirdn placas de poliestireno-

con pozos de fondo redondo (0.250 ml), ya que esta configu

racidn es la mds conveniente para identificaciones de tipo

seroldgico y se adapta para la mejor observacién de la --

reaccidn de aglutinacidn, (24).

Para efectuar las diluciones seran necesarias mi

cropipetas calibradas (25 Ul/gota) y microdilutores (25ul).

III. CONDICIONES DEL ENSAYO.

Las condiciones de volumen, temperatura y fuerza

idnica para la determinacidn de complejos inmunes, se han-



considerado a partir de la informacidn obtenida de la bi--

bliografia consultada y de pruebas preeliminares.

La determinacidon de unidades aglutinantes del --
subcomponente Clq nos ha servido como base principal para-

considerar las condiciones de este proyecto.

Determinacidon de Unidades Aglutinantes (UA).

Se preparan en placas de poliestireno diluciones
seriadas de proteina Clq purificada (25 pg), utilizando co
mo diluyente amortiguador de boratos 0.05M, NaCl 0.15M, --
pH 8.2 (25 pl). Una vez efectuadas, se afiade a cada pozo-
25 pl de reactivo latex cubierto de IgG diluido 1:4 (Lag.-
Hyland). Se mezclan los reactivos y la reaccidn de agluti
nacion se registra después de 20 horas de incubacidn a tem
peratura ambiente. Una unidad aglutinante correspondé a -

200 ng de la preparacidn de Clq. (23).

El control negativo se prepara con solucidén amor

tiguadora y ldtex cubierto de IgG diluido 1l:4.

Interpretacidn.- La reaccidn positiva se observa
por una capa de aglutinacidn que cubre la base del pozo de
reaccidn. La reaccidn negativa se observa por la forma- -

cidn de un botdn blanco sedimentado en el fondo del pozo.



Volumen

En pruebas preeliminares hemos determinado que -
en un volumen total de 75 pl/pozo, se tiene una observa- -
cidén buena, tanto de la reaccidn positiva como de la nega-
tiva. Por lo que se ha determinado utilizar un volumen de
25 YUl para cada uno de los reactivos utilizados para el en

sayo.

Para cada lote del reactivo latex cubierto de —--
IgG es necesario comprobar que mantiene la misma actividad
a la dilucidn indicada por la determinacidn de unidades --
aglutinantes. Si esto no ocurre ser3a necesario determinar
la dilucidn adecuada y el volumen total del pozo, para que

la reaccidn sea visible sin ningiin problema.

Temperatura

Los métodos descritos en el capitulo anterior, -
desarrollan la reaccidn Clq-complejos inmunes a temperatu-
ras en un rango de 20°C a 25°C, independientemente de las-
condiciones especificas de cada ensayo. Ademas en experimen
tos de asociacidn entre el componente Cl y complejos inmu-
nes (31), se observd que en un rango de temperatura entre-
0°C y 20°C se obtienen constantes de asociacidén que indi--
can enlazamiento efectivo entre estas moléculas. Por lo -

tanto se tratara que la primera fase de la reaccidn (com--



plejos inmunes-Clq) se efect@ie en este rango y la segunda-
fase (Clq-L4dIgG) a temperatura ambiente como lo indica 1la

determinacidn de unidades aglutinantes.

Fuerza idnica

Se sabe que la reaccién LAIgG-Clq se efectlia a -
las condiciones del amortiguador utilizado. Sin embargo,-
para la primera fase (complejos inmunes-Clqg) del ensayo se
propone probar el mismo amortiguador (boratos -NaCl), va--
riando Gnicamente la fuerza idnica a un rango entre 0.09 y
0.15, debido a que la unidn entre estas dos unidades se --
efectia con mayor facilidad en rangos bajos de fuerza ioni
ca, por la naturaleza misma de las interacciones iniciales

del enlace. (31).

IV. DETERMINACION DE COMPLEJOS 'INMUNES SOLUBLES

Una vez determinadas las unidades aglutinantes -
del Clq, podemos determinar la cantidad de complejos inmu-
nes que reaccionan con esta proteina, lo cual hemos pensa-

do desarrollar de la siguiente manera:

Utilizando 25 pl de complejos inmunes preparados
in vitro, dilufdos 1:1 (v/v) en suero humano normal previa
mente inactivado, preparar diluciones seriadas en amorti--

guador de boratos (fuerza idnica 0.09 a 0.15). Enseguida-



afiadir 25 pl de Clq purificado (UA conocidas), a cada uno-
de los pozos, mezclar e incubar a 20°C; en este paso se -
se probardn varios tiempos de incubacidn. Inmediatamente-
después de terminada la incubacidn, afiadir 25 pl de L3aIgG-
diluido 1:4 a cada pozo, mezclar, cubrir la placa e incu--
bar a temperatura ambiente durante 20 horas. Al finalizar

este tiempo registrar las lecturas.

Para llevar el control de la reaccidn se prepara

radn pozos adicionales.con los reactivos utilizados.

1) Clq-L3aIgG.

A 25 ul de solucidn amortiguadora adicionar 25ul
de Clq purificado (UA conocidas) y 25 Ul de reactivo LiIgG
dilufdo 1:4. Mezclar e incubar 20 horas a temperatura am-
biente. La informacidn que se espera de este control es -
la aglutinacidn total que se efectila al reaccionar el Clg-

con el latex cubierto de IgG.

2) SHN-L&gIgG.

A 25 U1 de solucidn amortiguadora anadir 25 1l
de suero humano normal y 25 ul de reactivo L3IgG diluido -
1:4. Mezclar e incubar 20 horas a temperatura ambiente. -
La reaccidn que se espera de este control es negativa, ya-
que sabemos los sueros normales no contienen componentes -

que reaccionen con el litex cubierto de IgG.



3) CI-L&IgG.

A 25 ul de solucidn amortiguadora afiadir 25 nl -
de complejos inmunes a 25 ul de L&IgG dilufdo l:4. Mezclar
e incubar 20 horas a temperatura ambiente. La reaccidén -
que se espera de este control es negativa, pero si llegara
a presentarse aglutinacidn ligera, deberd ser tomada en --
cuenta para determinar el grado de aglutinacidn real produ
cido tanto por el Clq como por los complejos inmunes al --

reaccionar con LaIgG.

Para la detérminacidén de complejos inmunes en un
suero problema se propone el mismo procedimiento. Efec- -
tuando un tratamiento previo a su uso, el cual consiste en
dilucidn 1:1 (v/v) en solucién amortiguadora e inaetiva- -
cidén a 56°C durante 30 minutos. Sabemos que el almacena--
miento del suero induce la formacidn de agregados de inmu-
noglobulinas (21-29), lo que altefa los resultados reales.
Por lo que deberd preferirse la utilizacidn de sueros fres

cos.

La inhibicidn de la aglutinacidn obtenida del --
suero problema debe ser comparada con los resultados obte-
nidos de los complejos preparados in vitro, para la evalua

cidén de los mismos. (Tabla 7, figura 6).

V. CALCULOS

La evaluacidn semicuantitativa puede hacerse di-



TABLA 7. DETERMINACION DE COMPLEJOS INMUNES POR AGLUTINACION UTILIZANDO Clq

(MICROTECNICA PROPUESTA)

1 Clq - SHP(CI) - A, 20°C, 30'

2 Agregar La-IgG, T. ambiente, 20 horas. Se establece

competencia entre CI del SHP y La-IgG por el Clg

3 Leer aglutinacidn

% de inhibicidn de Aglutinacién = — X 100

donde

a control A - Clq-LalgG

b problema A - SHP - Clq - L3aIgG

¢ blanco A - SHN - LAIgG
Clq subcomponente del complemento
A amortiguador boratos
LaIgG litex cubierto de inmunoglobulina G
SHP (CI) suero humano problema con complejos inmunes,

diluido 56°C, 30°'.

SHN suero humano normal, diluido, 56°C, 30'.



FIGURA 6. DETERMINACION DE COMPLEJOS INMUNES POR AGLUTINACION UTILIZANDO Clg
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rectamente utilizando el grado de aglutinacidn observado,-
registrandolo en nlimero de cruces, en base a la aglutina--

cidén producida por el control Clq-L&aIgG.

Para la evaluacidn cuantitativa de complejos in-
munes preparados in vitro, a diferentes concentraciones de
antigeno (10, 20, 50 veces el antigeno en exceso), se gra-
fican los datos obtenidos; en la abscisa concentracién de
complejos inmunes y en la ordenada titulo de dilucidn o nid

mero de pozo.

Se espera que la unidén entre Clq y complejos in-
munes se efectile en forma proporcional a sus concentracio-
nes, si esto ocurre la inhibicidn de la aglutinacidn esta-

rd determinada por una variacidén lineal. AsiI, a mayor con

centracidn de complejos inmunes menor serd el grado de
aglutinacidn. Por lo cual se espera la grafica de una rec

ta con pendiente negativa.

El tipo de gradfica, puede no ser lineal, ya que-
esta relacidn estard determinada por el consumo de Clq en-
el sistema. En este caso se tendrd que determinar la ecua

cidn de la curva obtenida.

Para este sistema el procentaje de inhibicidn de
la aglutinacidn puede ser obtenido con la siguiente rela--
.
cidn:

—P =X 100 % de Inhibicisn de Aglutinacin



donde:
a control (amortiguador, Clgq, LaIgG)

b problema (amortiguador, SHP, Clq, L&IgG)

¢ blanco (amortiguador, SHN, LAaIgG)

La reaccidn de aglutinacidn y los procesos para-
obtener los reactivos son en su mayoria faciles de desarro
llar y requieren de aparatos bdsicos para un laboratorio -

bien equipado.



CONCLUSTIONES

Hemos observado que la mayoria de los métodos -~
analizados en el capitulo tercero, utilizan substancias --
marcadas con isdtopos radioactivos como indicadores en la
cuantificacidn de complejos inmunes. Los radioensayos, --
son técnicas de alta sensibilidad y confiabilidad que re--
quieren de personal capacitado para efectuarlos y llevar-
el mantenimiento adecuado del equipo utilizado en este ti-

po de andlisis.

Para la mayoria de los laboratorios clinicos es
dificil la adquisicidn de equipos para radioensayo, princi
palmente por su costo. Por lo que creemos seria de utili-
dad préctica el uso de métodos que no requieran equipos --
muy sofisticados, lo cual repreéentaria una gran ventaja -
para este tipo de laboratorios, puesto que en la actuali--
dad la determinacidn de complejos inmunes estd adquiriendo
importancia, debido a la presencia de estas substancias en

una gran variedad de estados patoldgicos.

Aunque el proyecto presentado, tendria al igual-
que los métodos antes descritos, el inconveniente de la ac

tividad enlazante de Clq a otras substancias diferentes de



los complejos inmunes, entre las que se encuentran endo- -
toxinas bacterianas, factor reumatoide, ADN, etc., existen
posibilidades para eliminar o disminuir estas interferen--

cias.

El tratamiento con DNAsa, centrifugacidn, reduc-
cidn y alquilacibn, inactivacidn y dilucidn de los fluidos
bioldgicos, son procedimientos que nos permiten obtener un
material adecuado para ensayos que utilizan Clq como molé-

cula principal en la deteccidén de complejos inmunes.

En este proyecto se elimina la posibilidad de -
usar sueros que contengan factor reumatoide debido a la ac
tividad especifica que existe entre este factor y el reac-

tivo latex cubierto de IgG.

A reserva de comprobarlo experimentalmente, los-
conocimientos tedricos y pradcticos con que contamos, nos -
inclinan a pensar en la utilidad de este disefio. Ya que -
estamos partiendo de una técnica de sensibilidad muy acep-
table, como lo es la inhibicidn de la aglutinacidn; ademis
las propiedades de cada una de las moléculas que se preten

de utilizar favorecen este sistema.

En cuanto a la importancia de esta determinacidn,
sabemos que la deteccidén de complejos inmunes se utiliza -
en investigacidn, para estudiar la evolucidn de las enfer-

medades autoinmunes y principalmente el papel patogénico,-



asi como, el comportamiento de los complejos inmunes antes

y después de la aplicacidn de la terapia.



RESUMEN

Se establece una comparacifn entre los sistemas-
seguidos actualmente para medicidn de complejos solubles -
presentes en sueros y preparados artificiales. Se presen-—
tan dos grupos principales: a) pruebas de precipitacidn de
complejos con Clg, b) pruebas de desviacidén de Clq. Se -
propone un métodos de evaluacidén perteneciente al grupo b,
basado en la competencia por la fijacidén de Clq, entre com

plejos solubles y particulas de litex cubiertas de IgG.
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