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GENERALIDADES

En la Inmunología Fundamental, durante la áltima

década, se han presentado gran cantidad de descubrimientos. 

Una de las áreas clínicas que se ha estudiado con amplitud, 

es la relacionada a las enfermedades asociadas con errores

inmunol6gícos. Existen varías enfermedades de etiología - 

desconocida a las cuales la moda actual de diagn6stico ha

designado como condiciones de autoínmunidad o infeccíones- 

por vírus lentos. Estos estados patol6gícos se ínterpre— 

tan como condiciones en las que el taba normal de la ac- - 

cí6n ínmunol6gíca contra células u otros componentes norma

les del cuerpo, se altera.( 4) Ejemplos donde el fen6meno- 

autoinmune es notable, incluye enfermedades tales como ar- 

trítis reumatoide, anemía perniciosa, tíroiditis de Hashi- 

moto, diabetes, lupus eritematoso diseminado, etc. 

1. ENFERMEDAD AUTOINMUNE

Una enfermedad autoínmune se ha definido como -- 

aquella, en la cual un autoanticuerpo ( anticuerpos forma— 

dos contra componentes propios) o linfocítos sensibiliza -- 

dos reaccionan contra tejidos propios. ( 11) 

Generalmente el término de enfermedad autoínmune
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se aplica a aquellos casos donde puede ser demostrado que - 

el proceso autoinmune contribuye a la patogánesis de la en

fermedad, a diferencia de aquellas situaciones donde apa— 

rentemente los autoanticuerpos son formados después de que

el tejido ha sido dañado. ( 24) 

Las reacciones autoinmunes pueden ser mediadas - 

tanto por anticuerpos como por células. Todos los mecanis

mos que causan reacciones alárgicas a antígenos extraños - 

pueden participar en las enfermedades autoinmunes. 

a). Autoanticuerpos que actuan directamente so— 

re 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 fluídos biol6gicos, contribuyendo así a los - 

procesos ínflamatoríos por activaci6n del complemento. 

c). No se ha demostrado que los línfocitos sensí

bílizados sean causa de enfermedad en humanos, pero est9n- 

presentes en infiltrados mononucleares muy notables en mu- 

chos des6rdenes autoinmunes ( gastritis atr6fíca en anemia - 

perniciosa, tiroiditis, encefalomielítis alárgica, etc.). - 

6, 24) . 
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II. PATOGENESIS DE ENFERMEDADES AUTOINMUNES

Estudios recientes indican que los mecanismos de

patogénesis en enfermedad autoínmune, se deben a defícien- 

cías generalizadas o selectivas de la respuesta inmune, -- 

m9s que a una híperactividad de la misma. También se sabe

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

Se piensa que los mecanismos que modifican la

respuesta inmune sustituyen el paso de cooperací6n entre

células T y B, por medio del cual las células B son estimu

ladas para la formaci5n de anticuerpos. ( 24) 

Los mecanismos aceptados actualmente como modifi

cadores de la respuesta inmune implican los fenSmenos sí— 

guientes: 

a) Modificaci5n de la molécula. 

Este es un mecanismo que postula la aparici6n de

determinantes potencialmente antígénícos sobre un nuevo -- 

acarreador. Lo cual se debe a defectos en la síntesis o en

la degradaci6n lisosomal obtenígndose productos que exponen

nuevos grupos. Esta modíficaci6n, puede producirse también

a través de la combinaci6n con drogas. Por ejemplo, en ane

mia hemolitica se ha visto que la admínistraci6n de alfa - 

metil dopa contribuye a la modíficaci6n de la superficie - 

de los gl6bulos rojos, de tal manera que provee un acarrea

dor que estimula células B, las cuales reconocen el antíge

no Rheusus e. 
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b) Reacciones Cruzadas

La presencia o ausencia de antígenos de reaccí6n

cruzada puede ser determinada por mecanismos genáticos. 

Este tipo de antígenos, presentes en algunos mi- 

eroorganismos favorecen la formaci6n de anticuerpos que

reaccionan contra el tejido del huésped. Lo cual puede

constituir una forma importante para inducir autoínmunidad. 

Un ejemplo de determinantes autoantígánícos pre- 

sentes en antígenos ex6genos, se tiene en la colitis ulce- 

rativa, donde los antícuerpos contra col6n reaccionan tam- 

bién contra Escherichía col¡ 014. 

c) Interaccí¿5n de mícroorganismos con el comple- 

jo mayor de histocompatibilídad. 

Los microorganismos que no presentan reacciones - 

cruzadas podrían crear nuevos acarreadores para antígenos - 

potenciales en la superficie celular por interacci6n con - 

el complejo mayor de histocompatibilidad sobre la membrana. 

Se ha notado que el desarrollo de virus en asociaci6n con

este complejo provoca una respuesta vigorosa de las célu— 

las T del huésped, promoviendo una reaccí6n contra compo— 

nentes celulares preexistentes. 

d) Microorganísmos como adyuvantes. 

Algunos microorganismos pueden actuar como adyu- 

vantes, ya que poseen constituyentes tales como glícolípi- 
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dos- y endotoxínas, los cuales pueden actuar suministrando

la señal ínductíva para la estimulaci6n de células B, ig- 

norando la cooperaci6n de células T, por interacci6n di -- 

recta con el linfocito B e indirectamente estimulando la

secrecí6n de factores no específicos de células T o macr6

f agos . 

e) Sistema Línfoíde anormal. 

La generaci6n de linfocitos autoreactivos se -- 

presentaría si fallara el mecanismo de inducci6n de tole— 

rancia. Esto puede ocurrir en algunos casos a través de - 

la mutací6n somática o infecci6n del sistema linfoide por

un virus. 

Si la mutací6n somática se presenta, debe afec— 

tar algunos de los aspectos generales de la fisiología ce- 

lular línfoide a nivel de células precursoras más que a ni

vel de células T y B específicas, ya que las respuestas de

anticuerpos no son monoclonales y frecuentemente se presen

tan en el mismo individuo afectando antígenos 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 ínmu- 

ne o a su híperactivídad. 

La evidencia epídemiol6gica sugiere también que- 
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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 introducci6n de material extraao ( antígeno) - 

en el cuerpo induce la formací6n de proteínas específicas - 

anticuerpo), las cuales se unen a los antigenos con el -- 

fin de eliminarlos. La combínaci6n del antígeno con el an

ticuerpo forma lo que se conoce como complejo inmune. 

Estos complejos antígeno- antícuerpo o complejos - 

inmunes son elimínados rápidamente de la círculaci6n por - 

el sistema fogocítíco, pero sí permanecen circulando, pue- 

den depositarse en membranas basales vasculares, iniciando

una reaccí6n inflamatoría, involucrándose as!, en la pato- 

gánesis de enfermedad autoinmune, inflamatoría y en proce- 

sos malignos. 

Para determinar si los complejos ínmunes partici

pan en la patogánesís de estas enfermedades se consideran - 

varios criterios, 

a) Conocer el antígeno involucrado. 

b) Demostrar que los complejos inmunes están pre

sentes en el suero. 



8 - 

e) Demostrar que los antígenos y los antícuerpos

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 clínicas varían

con la concentración de complejos inmunes cir

culantes. 

Los complejos inmunes circulantes son generalmen

te solubles, mayores de 19S, con peso molecular de 10 6 dal

tones, no son fagocitados rápidamente y circulan en exceso

ligero o moderado del antígeno. 

La eliminación de los complejos inmunes depende - 

de la concentración de complemento con que se cuente sobre

la región intacta de la inmunoglobulína en el complejo y - 

de su adherencia al endoteli'o vascular, ya que esto influ- 

ye para el reconocimiento por el sistema fogocitico mononu

clear. Debido a que los complejos inmunes no se adhieren - 

rápidamente al endotelio vascular, permanecen en la circu- 

laci6n, lo que les permite volverse patogénicos. La sedi- 

mentación de los complejos inmunes en las membranas basa— 

les es consecuencia de su permanencia prolongada en la cir

culaci6n y de la anatomía de la circulación local, de tal - 

manera, sitios como glom6rulos, plexos coroídes, piel, mem

branas sinoviales, tienen en común un flujo sanguíneo alto
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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 des6rdenes autoin

munes en el hombre. Así el desp6sito de complejos inmunes

en membranas basales aumenta la permeabilidad local vascu- 

lar por efecto de aminas vasoactivas liberadas, causando - 

daño endotelíal, produciendo isquemía, trauma, inflamaci6n, 

etc. ( 2) 

IV. IMPORTANCIA DE LA DETERMINACION DE COMPLEJOS INMUNES

La importancia de los complejos inmunes en enfer

medades autoínmunes, ha llevado a la búsqueda de métodos - 

para su cuantíficaci6n. Una Variedad de métodos de sensí- 

bilidad y confianza variables se han usado para detectar— 

los y cuantificarlos en fluídos biol6gicos. Desafortunada

mente los métodos hasta ahora diseñados presentan ciertas - 

dificultades, ya que una sola técnica no serviría para de- 

tectar complejos inmunes de diferentes tipos y comporta- - 

miento con respecto a la activací6n de complemento, enlaza

miento a Clq y receptores celulares. 

La presencia de crioglobulínas, factor reuiftatoi- 

de y complejos específicos antígeno -anticuerpo, ( ADN~ antí- 

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

Pero no los demuestran cuantitativamente. 
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Los métodos que se han utilizado para determinar

complejos inmunes se basan en sus propiedades específicas, 

e incluyen, consumo de complemento hemolítico total o de - 

uno de sus componentes individuales, actividad anticomple- 

mentaria, enlazami.ento a Clq, enlazamiento a factor reuma- 

toíde, uni6n a receptores celulares C3, receptores Fc y la

inhibici6n de fagocitosis. ( 2) 

Estos métodos solamente se han utilizado en labo

ratorios de investigaci6n, pero existe la necesidad de lle

varlos al laboratorio clínico. 

El objetivo de este trabajo es hacer una reví- 

si5n de los métodos existentes para la determinaci6n de

complejos inmunes donde se ha utilizado la propiedad de és

tos para unirse al subcomponente Clq del complemento huma- 

no y presentar el diseño de un método que creemos puede - 

ser realizable y aprovechable para la deteccí6n de dichos - 

complejos. 
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PROPIEDADES Y CARACTERISTICAS DEL SUBCOMPONENTE

CIq DEL COMPLEMENTO HUMANO

Existen en la sangre de los vertebrados sistemas

enzím9ticos esenciales para su sobrevivencia; cuyo funcio- 

namíento depende de la activaci6n secuencial de una serie - 

de enzimas proteolíticas. De estos sistemas, uno de los - 

más importantes y complejos es el Complemento. ( 22) 

El sistema complemento comprende un grupo comple

jo de proteínas, que actuando junto con anticuerpos y otros

factores, tiene un papel importante como mediador tanto de

respuesta inmune como alérgica. ( 17) 

Cerca de veinte proteínas séricas participan en - 

este sistema, la mayoría son parte de la secuencia de acti

vaci6n en sus dos vías ( clásica y alterna), pero además se

incluyen proteínas de control, las cuales inhiben díferen- 

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

Las proteínas del sistema complemento son desíg- 

nadas con la letra C y por los números: Cl, C3, C4, C5, C6, 

C7, C8, C9. La proteína Cl se considera actualmente, como

un conjunto de subunidades designadas Clq, Clr, Cls, cuya - 

integridad depende de la presencia del i6n Ca . Se ha

mencionado la existencia de un cuarto subcomponente de C1, 
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al cual se ha llamado Clt, ( 20, 30), pero recientemente se- 

descubrí6 que esta substancia no contribuye a la actividad

litica del sistema complemento. ( 21, 19) 

Los nimeros designados a las proteínas, reflejan

la secuencia en la cual son activados, con excepci6n de la

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

C2. ( 17) 

Para el presente trabajo, la proteína que nos ín

teresa conocer es el subcomponente C1q. 

I. ESTRUCTURA, COMPOSICION QUIMICA Y ACTIVIDAD BIOLOGICA

El subcomponente C1,q es una glicoproteína termo - 

lábil, se encuentra en el suero a una concentrací6n de -- 

igolig/ mi, tiene un coeficiente de sedimentaci6n llS, peso - 

molecular 400 000 daltones y movilidad electroforética
en

la regi6n gamma lenta. ( 24, 6) 

Estructura

La estructura y composici6n química de la molécu

la de Clq se determin6 por mícroscopia electr6nica y por - 

diferentes técnicas de análisis como electroforesis y cro- 

matografla. 

Se encontr6 que está formada -por tres tipos de - 
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cadenas peptidicas, seis de cada tipo, designadas como A, - 

B, C. Cada cadena tiene una porci6n, cuya secuencia peptí

díca y glucosídica es similar a la que presenta la molécu- 

la de la colágena, proteina principal del tejido conectívo. 

Estas cadenas se unen por enlaces disulfuro, pa- 

ra formar 6 subunidades A - B y 3 subunidades C - C. Una trí- 

ple hélice se forma por uni6n no covalente de la regi6n co

lágena de una cadena del dímero C - C y la regí6n colágena - 

de un dímero A - B; de esta manera se forman tres pares de - 

triple hélice. La asociaci6n 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 electr6nica, 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- 

tudíos de microscopía electr6nica son las siguientes: sub - 

unidad central 45A X 112A; subunidades periférícas, cabe— 

zas globulares 50 A X 70 A, cadenas conectantes 15A X 115A; 

la altura de la molécula vista lateralmente es de 300 A y

su diámetro total se calcula entre 350 A - 400 A. ( figura

1) . ( 22, 15) 
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Cadenas 6A + 6B + 6C

ILVALMrA

0 ', y

N) r' - 
1,1

74 % '%. ', 

9 subunidades

6 dimeros A - B

3 dimeros C - C) 

Unidad estructural

Molécula intacta

Figura 1. Estructura de la molécula de Clq. Las dimen- 

siones son promedios tomados de la literatura, 

estimadospor estudios de microscopía electr6- 

nica. ( 22) 
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Composici6n QuImica

Estudios analiticos muestran que cada una de las

cadenas peptidícas A, B, C, contienen cerca de 190 resi- - 

duos aminoácidos; 12, 8, 4% de carbohidratos respectivamen

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

El Clq tiene una constitución peptídica muy sin - 

guiar; la cual está determinada por concentraciones altas - 

de glicina, hídroxíprolína e hidroxilisina. En su conte— 

nido de carbohidratos posee cantidades equimoleculares de - 

glucosa y galactosa. 

La secuencia de amino9cidos en los tres tipos de

cadenas es similar y cada una tiene cerca de 80 residuos - 

amínoácidos, cuya secuencia es semejante a la que presenta

la molécula de la colágena. Esta porción está situada en- 

tre el extremo N- termínal y la parte media de cada cadena. 

La similaridad a la molécula de la colágena se ve incremen

tada por la presencia del disacárido glucosil- galactosíl

que sustituye residuos de hidroxilisina en la secuencia

peptídica. Esta porción también tiene la caracteristica

de ser ínactívada por la colagenasa. ( 22) 

Las tablas 1 y 2 muestran una relación del conte

nido peptidíco y de carbohidratos, encontrados para la mo- 

lécula de Clq, obtenida por diferentes m9todos de purifica

ci6n y una recopilación de datos obtenidos en la literatu- 

ra. ( 15) 



17 - 

TA'BLA 1. Composicí6n de aminoácidos del Clq humano. 

A: Clq puríficado por el método del ADN. 
B: Clq puríficado por el método de precipí- 

taci6n a fuerza i6nica baja. 

C: Promedio de datos reportados en la líte- 

ratura. ( 15) 

Aminoácidos

residuos por 1000) A B c

Lísína 37. 9 33. 2 37. 9

Hídroxilisína 25. 2 25. 7 18. 9

Histidína 19. 5 17. 1 14. 6

Argínina 43. 0 41. 8 43. 5

Prolina 57. 6 62. 3 65. 0

Hidroxiprolína 50. 2 48. 6 44. 9

Acído aspártico 77. 3 82. 5 80. 7

Treonína 62. 1 50. 5 53. 9

Serina 58. 8 50. 6 51. 0

Acido glutámico 96. 2 99. 0 90. 1

Glicina 175. 5 175. 6 174. 9

Alanína 41. 1 42. 8 43. 7

Cistina 13. 4 14. 4 19. 2

Valina 43. 0 59. 2 57. 0

Metíonina 18. 3 17. 0 20. 0

Isoleucina 40. 0 41. 4 40. 8

Leucina 64. 7 60. 8 62. 3

Tirosina 30. 6 33. 8 33. 2

Fenilalanina 45. 3 44. 1 43. 5
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TABLA 2. Composici6n de Carbohidratos del Clq humano

purificado por el método del ADN y analiza- 

do Dor cromatozrafía eas- líquído. ( 15) 

Carbohidratos

Fucosa

Manosa

Galactosa

Glucosa

N- acetíl- glucosamina

N- acetíl- galactosamína

Acído siálíco

TOTAL

Actividad Bíol6gíca

P/ P) 

0. 6

0. 53

2. 3

2. 5

1. 0

0. 63

0. 4

7. 96

El componente Cl se encuentra en el suero como - 

una asociací6n débil de Clq con un complejo tetramáríco -- 

Clr 2- Ca - CIS 2* La uni6n a este complejo tetramárico se - 

efectúa a través de la subunídad central de CIq y es esta- 

bilizada por el i6n Ca

La ínteraecí6n entre Cl y las ínmunoglobulinas - 

de complejos antígeno -anticuerpo, a través del Clq, es el

evento que activa la secuencia del sistema complemento. -- 

21, 22) 

El CIq se une por medio de sus fragmentos globu- 

lares a la porci6n Fc de la regí6n no variable de la cade- 
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na H de la ínmunoglobulína. Esta uní6n se favorece por el

cambio conformacional que sufre la molécula de anticuerpo - 

al combinarse con su antígeno. ( 3) 

La molécula de CIq es multivalente para unirse a

ínmunoglobulína G ( IgG) ( 5 moléculas de IgG por molécula - 

de Clq) y monovalente para ínmunoglobulína M ( IgM). Se ha

demostrado que para el caso de IgG se requieren dos molécu

las como número mínimo para activar Clq. ( 6, 14). Esta di- 

ferencia en el número de sitios enlazantes de CIq sobre la

molécula de ínmunoglobulina sugiere que las regiones múlti

ples Fc de la molécula de IgM inducen una conformaci6n más

apropiada para generar el sitio de fíjaci5n de C1q. ( 3, 13) 

Sobre bases moleculares se sabe que IgM es 18 ve

ces más 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 biol6gíco IgG - 

tiene una mejor captaci6n de Clq, ya que se encuentra en - 

mayor concentración ( 26). Existen clases y subclases de - 

ínmunoglobulínas que no reaccionan con C1q. Solamente IgM

y las subclases IgG - 1, IgG - 2, IgG - 3, pueden activar la se- 

cuencía completa del sistema complemento; mientras que an- 

tícuerpos de las clases IgA, IgD, IgE y subelase 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
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pueden activar este sistema por su vía alterna. ( 6, 3). 

El Clq posee actividades antigénícas que depen— 

den de la estructura intacta de la molécula, esta propie— 

dad ha servido para la preparací6n de suero antí Clq, el - 

cual ha sido de gran utilidad para estudios bioquímícos. - 

32) 

II. METODOS DE PURIFICACION DEL SUBCOMPONENTE Cl

Entre los métodos utilizados para la purífica- - 

ci6n del subcomponente Clq, dos de los más comunmente uti- 

lizados son: el método del ADN ( Agnello, 1969) y el método

de precipitaci6n a baja fuerza i6níca ( Yonemasu y Stroud, - 

1971) . 

Método del ADN. ( 1) 

Con este método se aisla el Clq de suero humano - 

normal o de plasma recalcíficado por precipitaci6n con ADN. 

El suero se dializa durante una noche contra so- 

luci6n amortiguadora EDTA 0. 01M, veronal o TRIS 0. 025M, PH

8. 6. La cantidad 6ptima de ADN utilizada es de 25pg/ m1 de

suero, la cual se adiciona al suero dializado, con agita~- 

cí6n continua a temperatura ambiente durante una hora. Se

deja en reposo a 4' C durante 24 horas y se centrifuga a -- 
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100Og durante 30 minutos, el precipitado obtenido se lava - 

cuatro veces con amortiguador veronal s6dico 0. 025M, pH

8. 6 y finalmente se resuspende en amortiguador fosfatos

0. 025M, NaCl 0. 05M, MgC' 2 0. 003M. El pH se ajusta a 6. 9

con HC1 1N y se adicionan 100 lig de DNAsa/ m1 de suspenci6n, 

la cual se agita durante 3 horas a temperatura ambiente y - 

se dialíza contra el amortiguador de resuspensi6n hasta -- 

que se disuelve la mayor parte del precipitado. La solu— 

ci6n se centrifuga a 100 00Og durante 30 minutos. El so— 

brenadante contiene aproximadamente 70% de Clq; éste se pIL

rifica - or cromatografía 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 dígesti6n. El mate- 

rial purificado en la columna contiene más del 90% de C1q. 

Método de Precipitaci6n a Baja Fuerza I6nica. ( 32) 

Este método aprovecha la solubilidad mínima que - 

presenta el Clq en soluciones de baja fuerza i6nica, 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 i6nica 0. 03; durante 4 horas a CC. - 

El amortiguador se cambia y la diálisis se continGa por 11

horas más. Después de la diálisis, se separa el precipita
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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 i6nica 0. 08. Los agregados - 

insolubles se eliminan por centrifugaci6n. La soluci6n

clara se dialíza contra amortiguador EDTA 0. 06M, pH 5. 0, 

fuerza í6nica 0. 065, durante 4 horas a 4' C. El contenido - 

de la bolsa de díálisís se centrifuga, y el precipitado se

lava y disuelve en amortiguador fosfatos 0. 005M, NaCl - 

0. 75M conteniendo EDTA O. OIM, pH 7. 5, fuerza i6nica 0. 080, 

se centrifuga otra vez para eliminar agregados insolubles. 

La soluci6n clara se dializa contra amortiguador EDTA -- 

0. 035M, pH 7. 5, fuerza i6nica 0. 069, durante 5 horas a 4' C. 

Después de la díálísis el precipitado se separa por centrí

fugací6n y se lava una vez con la misma soluci6n de EDTA y

entonces se redisuelve en amortiguador acetato 0. 02SMNaCl

0. 75M conteníendo EDTA 0. 01M, pH 7. 5, fuerza í6níca 0. 080. 

El rendimiento de esta Gltima preparaci6n es de un 68% de- 

Clq puro. 

Este método lo recomiendan sus autores, ya que - 

no requiere purificaci6n en columna, procedimiento en el - 

cual puede producirse cierta pérdida de la actividad biol6

gíca de la proteína. 
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III. FUNDAMENTOS PARA LA UTILIZACION DEL Clq EN LA DETER- 

MINACION DE COMPLEJOS INMUNES

Los primeros estudios que se realizaron acerca - 

de las interacciones entre el sistema complemento y comple

jos antigeno- antícuerpo, mostraron que un componente termo

lábil, era el causante de la precipitaci6n de tales comple

jos, debido a que aumentaba su ínsolubílídad. Posterior -- 

mente se descubríS que el causante del comportamiento de - 

estas moléculas era el subcomponente C1q. 

Se sabe que la eficiencia relativa de fijací6n - 

a CIq de anticuerpos IgM es mayor que para anticuerpos IgG. 

Esta uni5n se ve afectada por el estado físico del antí- 

geno presente en el complejo' antígeno- anticuerpo. 

Estudios sobre esta fijaci6n utilizando antíge— 

nos solubles ( substancía A), antígenos particulados ( erí— 

trocitos humanos tipo A) y el componente Cl revelan que -- 

los complejos antígeno soluble -IgM, presentan menor fija-- 

ción a Cl al compararse sobre bases molares con la fija- ~ 

cí6n obtenida con complejos antígeno soluble -IgG. Este he

cho no parece depender de la actividad de Cl sino más -- 

bien, de los cambios estructurales o distorci6n en la por- 

cí6n Fc de la molécula de anticuerpo al interactuar con el

antígeno. Debido a que la uni6n de CI a los complejos an- 

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



24 - 

ticuerpo, esto mismo puede impedir la estructuraci6n ade— 

cuada de la porci6n Fc para dicha uní6n. En cambio para - 

complejos antígeno soluble - 1gG, la fijaci6n 6ptima se pre

senta en la zona de equivalencia de la relací6n antigeno— 

anticuerpo. De aquí 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 más efectivos que aquellos

combinados con antígenos solubles. ( 13) 

Otro conocimiento importante es la capacidad re- 

lativa de diferentes clases y subelases de inmunoglobuli— 

nas en diferentes estados de agregaci6n para enlazar el -- 

subcomponente Clq. Lo cual sugiere que el grado de políme

rizací6n es un factor importante para el comportamiento de

estas proteínas. 

El mecanismo aceptado para explicar el íncremen- 

to en la fijaci6n de CIq por Ig agregadas, implica que al

agregarse, se aumenta el número y la proximidad de las re- 

giones Fc de estas moléculas, creando condiciones más favo

rables para el enlazamiento.( 3, 26). Esto se ha inferido - 

en base al conocimiento de que el hecho de agregar Ig por
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calentamiento involucra la formaci6n de enlaces disulfuto- 

y enlaces no covalentes, en la regi6n Fab y no altera las - 

propiedades enlazantes de la regi6n Fc. ( 26) 

Se ha reportado que el subcomponente Clq reaccio

na en forma muy favorable con agregados de gran tamaño

19S - 22S). Una temperatura para agregar de 61' C y un

tiempo prolongado de íncubací6n ( 40 minutos), produce pre- 

paraciones homogéneas de agregados de gran tamaño y en

cierto grado reduce la avidez de estas moléculas por el

Clq, lo cual para ciertas condiciones prácticas es de uti- 

lidad. ( 29), 

Entre los factores de importancia que influyen

en la fíjací6n de Clq están también la temperatura y la

fuerza í6níca. 

Experimentos de fijací6n de Cl por complejos an- 

tígeno -anticuerpo ( erítrocitos cubiertos con DNP ( dinitro- 

fenílo)- IgG anti DNP), muestran que a una temperatura de - 

37% solamente se efectGa un enlazamiento débil y que da- 

tos de utilidad práctica se obtienen en un rango de tempe- 

ratura entre O' C y 190C. Además este comportamiento está - 

en funcí6n de la fuerza i6nica. 

Para estas temperaturas se ha reportado que un - 

rango de fuerza í6níca entre 0. 09 y 0. 15 es válido para la

uni6n de Cl a complejos antígeno -anticuerpo. 
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Estos estudios indican también que la dismínu- - 

cí5n en la fijací6n de Cl, al aumentar la fuerza í6nica, ~ 

se produce por la dísmínucí5n del número 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 reporta que el enlazamiento del subcomponente - 

CIq a complejos albúmina DNP - IgG antí DNP aumenta en forma

significativa al reducir la fuerza í&nica del medio, pero - 

esto se debe a un incremento en el valor de la constante ~ 

de afinidad sin afectar el número de sitios enlazantes so- 

bre los complejos.( 12). Los autores no dan una explica- - 

ci6n a esta discrepancia. 

Se sabe además que los enlaces primarios de la - 

ínteracci6n Clq- anticuerpo son de carácter ionico, por lo - 

cual es necesario que estos factores se mantengan en nive- 

les bajos, para el mejor desarrollo de la uni6n. 

El CIq tiene la característica de unirse a polí- 

aniones y policatíones y se ha demostrado que el complemen

to es activado a través de la vía clásica cuando estos -- 

poli- iones ( sulfato de dextrán, polilisína, ácido poliglu- 

támíco, ADN, lipopolísacárídos), se adicionan al suero.( 12) 

Por el hecho de reaccionar tanto con aníones como con ca- 

tiones se postula que CIq tiene cargas negativas y posití

vas en sus sitios de enlace y los poli -iones deben tener - 
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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 utilízaci6n de es

ta molécula para la detecci6n de ínmunoglobulinas altera~ - 

das y de complejos solubles antígeno -anticuerpo, en fluídos

biol6gícos de pacientes con enfermedades donde estas molé- 

culas parecen ser las responsables de lesiones inflamato— 

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

QUE UTILIZAN Clq

1. DIFUSION EN GEL ( METODO DE AGNELLO). 

II. ENLAZAMIENTO A Clq EN FASE SOLIDA. USANDO DI_ 

FERENTES MOLECULAS COMO SISTEMA INDICADOR. 

i) Agregados de IgG - I
125

íi) Proteína A - I 125

III. PRECIPITACION SELECTIVA CON POLIETILENGLICOL. 

IV. ENLAZAMIENTO A Clq POR INHIBICION COMPETITIVA. 

PRUEBA DE DESVIACION. 

i) Eritrocítos de carnero sensíbilizados- 

íi) Agregados ínsolubles de IgG. 



29 - 

METODOS DE DETERMINACION DE COMPLEJOS INMUNES

QUE UTILIZAN Clq

El interés en la determinaci6n de complejos inmu

nes solubles, ha traldo como consecuencia, el disefio de mé

todos con un fin díagn6stico y hasta ahora solamente con - 

aplicaci6n en investígaci6n. 

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 uni6n. 

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

Este método está basado en la reacci6n de precí- 

pítaci6n que se efect5a entre el subcomponente Clq y agre- 

gados de inmunoglobulinas o entre Clq y complejos inmunes - 

solubles . 

La precípítací5n 6ptima se presenta en placa de- 

agarosa 0. 6% en EDTA 0. 01M, pH 7. 2, fuerza i6nica 0. 09, -- 

temperatura 22' C y O' C, tiempo 48 y 72 horas respectívamen

te. ( Tabla 3, figura 2). 

Las condiciones de la placa se deben a la mayor- 
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difusibilídad que presenta el Clq en agarosa y al mejora— 

miento de la precípitaci6n en presencia de EDTA. La reac- 

ci6n se efectúa solamente con agregados de inmunoglobuli— 

nas mayores de 19S y con complejos inmunes formados con 2

a 20 veces el antigeno en exceso. Adem9s no se produce -- 

precipitací6n con inmunoglobulinas monoméricas de ninguno - 

de los subgrupos. 

Para la realízaci6n de este método se han utili- 

zado complejos inmunes ASH ( albGmina sérica humana) - IgG an

tí ASH, agregados de ínmunoglobulinas, sueros de pacíentes

con lupus eritematoso diseminado ( LED) y fluídos articula- 

res de pacientes hipocomplementémicos con artritis reuma— 

toide ( AR) . 

La reducci6n y alquilaci6n ( 2- mercaptoetanol y - 

yodoacetamida) de fluídos articulares activos y de agrega- 

dos de IgG eliminan la posibilidad de que precipiten con - 

C1q. Se presentan interferencias en la reacci6n de preci- 

pitaci6n cuando existen concentraciones altas de ADN, las - 

cuales pueden ser elimínadas por tratamiento con DNAsa -- 

desoxirribunocleasa). En fluídos articulares de interfe- 

rencía por ADN, puede ser diferenciada de aquellas que pre

sentan los agregados de inmunoglobulinas, por persistencia

de la reacci6n positiva, después de reducci6n y alquila -- 

cí6n. 
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La precípitací6n inespecifica de agregados de in

munoglobulínas, no se pueden diferenciar de las que produ- 

cen complejos inmunes. En pacientes con LED se ha encon— 

trado que además de complejos inmunes, existen otras sus— 

tancias desconocidas que también interactGan con Clq. 

En vista de estos inconvenientes, los autores -- 

del método, proponen, que éste debe ser usado en conj,.,nto- 

con otros procedimientos que a,. uden a definir las propieda

des de las sustancias activas ínvolucradas. Sin embargo, - 

este método ha probado su utilidad en la selecci6n de sue- 

ros y otros fluidos bíol6gicos, para determinar la presen- 

cia de complejos inmunes de carácter deconocido. La sensi

bílidad del método, para complejos inmunes, es de 50 a -- 

100Wg/ m1 de suero. 

II. ENLAZAMIENTO A Clq EN FASE SOLIDA

í) Agregados de IgG - 1 125 como molécula indicadora

Este método describe un redioinmunoensayo basado

en la competencia por enlazamiento de complejos inmunes y

agregados de IgG - I 125 al subcomponente Clq humano purifí— 
cado . 

Para la preparaci6n de la fase s6lida, el Clq pu

rificado se adsorbe y fija a la superficie de tubos de po- 

líestireno por incubaci6n durante una hora a 22* C, en amor
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tíguador TRIS HC1 pH 8. 1, fuerza i6nica 0. 15. 

Una vez preparada la fase s6lida, se añaden 5111 - 

de suero humano problema ( SHP), IgG agregada o complejos - 

antigeno- anticuerpo, diluídos 1: 10 en soluci6n NaC1- Tw- BSA

NaCl 0. 05M, Tween 20 al 1. 5%, albúmina sérica bovina al - 

0. 1%), fuerza i6nica 0. 05. En seguida, los tubos se íncu- 

ban durante 3 horas a 22' C, con agitaci6n continua, des- - 

pués se lavan y se añade a cada uno 5 6 10 Pg de IgG - I
125_ 

agregada, de actividad específica conocida; se incuba nue- 

vamente durante 2 horas a 22% se lava y se determina la - 

radioactividad en cada tubo. La muestra se desarrolla por

triplicado. Otros tubos son utilizados como controles: -- 

control ( NaC1- Tw- BSA, IgG - I
125

agregada); control Clq ( C1q, 

NaC1- Tw- BSA, IgG - I 125 agregada). ITabla 4, figura 3). 

El porcentaje de ínhíbici6n del indicador IgG- 

1 125 agregada unido a Clq se calcula como: 

100 - 
100c = % inhíbíci6n de uni6n de IgG - I

125
agregada

a - b

donde : 

a representa el valor del control Clq

b representa el valor del control

c representa el valor obtenido de la muestra probada. 

Este método se ha probado con sueros de pacien— 

tes con LED, AR, vasculitis y hepatitis cr6nica. 
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Al usar este método con sueros de pacientes con— 
125

AR hubo un aumento en la uní6n de agregados de IgG - 1
particularmente cuando el suero presentaba una actividad

alta de factor reumatoíde. 
Una explícací6n a esto se da en

el sentido de una probable unígn a CIq de complejos inmunes
que poseen valencias libres de factor reumatoide, las cuales
compensan su efecto bloqueante por su enlazamiento a los
agregados IgG - I 125 . 

Este método requiere de concentraciones pequeñas

de Clq ( 50- 200lig) para saturar la fase s6lída; 
en almacena

miento a 4' C la estabilidad de Clq adsorbído se mantiene - 

hasta 50 días después de su
preparaci6n. Las condiciones - 

de tiempo de incubaci6n, temperatura y fuerza í6nica se de- 
terminaron para cada paso de la reacci6n y se utilizaron

en su desarrollo las consideradas como 6ptímas. 

Un problema que ha tenido
poca atenci6n es el

concerniente a la diferenciaci6n de complejos inmunes y -- 

agregados de inmunoglobulinas formados durante el almacena

miento o manípulaci6n de los
sueros, por lo que se reco- - 

mienda utilizar sueros frescos o
almacenados a - 70 y - 90% 

evitando la descongelací6n repetida. 

Una limitaci6n de este ensayo, 
se relaciona a la

tendencia de la molécula de Clq para formar complejos mole

culares con ADN, con glícoproteínas de peso molecular bajo

presentes particularmente en sueros de
pacientes con LED y
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con ciertas endotoxinas
bacteríanas. Sin embargo como ya - 

se mencion6 anteriormente, 
algunas de estas interferencías

pueden evitarse por tratamiento con DNAsa y por reduccí6n- 

y alquilaci6n de los fluídos biol69íc0s- 
Otra solucí6n

a

125 con

este problema, 
es usar anticuerpos IgG - 1 , 

dirigidos

tra cadenas Y Y Py como indicador, 
en lugar de IgG- 

125

agregada. Ya que en este sistema, 
la presencia de comple- 

jos se ha manifestado también por una uni6n elevada de an - 
125

tícuerpos IgG - 

La sensibilidad del método es de 2 a 5 ng/ m1 pa- 

ra agregada y de 50 ng/ mi para complejos inmunes forma
dos en exceso de anticuerpo. 

íi) Proteína A - I 125 como molécula indicadora

9, 8) 

En 1958, Jensen descubri6 una sustancia que pre- 

cípitaba al reaccionar con suer

1

o humano ( 16). Este mate— 

ríal correspondia a una
proteína estafiloc6ccíca

llamada A. 

La cepa productora de dicha proteína es el Staphylococcus - 
aureus Qowan 1. 

Posteriormente se descubri6 que* kla proteina A, - 

reaccionaba con la porcí6n Fc de las inmunoglobulínas de - 
los tipos G- 1, G- 2, G- 3. Esta propiedad ha servido para - 

utilizar la proteína A como molécula índícadora en la de— 
teccí6n de complejos inmunes

solubles, que contienen IgG - 
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como anticuerpo. 

El ensayo se basa en el enlazamiento simultáneo - 

de complejos inmunes a CIq en fase s6lída y de proteina A- 
radíomarcada a IgG presente en los complejos inmunes. 

Inicialmente el método utilizaba a las células - 

estafijoci5ccicas conteniendo en su pared celular la pro- - 

teína A marcada con P
32 . Con este sistema se tenía perdi- 

da en la estabilidad de asocíací6n de las células al P 32 _ 
por la destruceí6n parcial de la pared celular después de - 
48 horas a partir de su preparací6n. 

También la densidad - 

alta de Clq en la fase s6lida no era
recomendada, ya que - 

esto causaba la liberací6n de las células por parte de los
complejos inmunes enlazados a Clq, 

induciendo as!, índices

de enlazamiento disminuidos. 
Este comportamiento se debe - 

probablemente a que el CIq en alta densidad puede actuar - 

como factor bloqueante, 
enlazando excesivamente la procí6n

Fc de la molécula de IgG, evitando de esta forma, el enla- 

zamíento efectivo subsecuente de la proteína
A. Otra cau- 

sa probable es que por razones estéricas se bloquee la ca- 
pacídad enlazante de Clq. 

Recientemente se reporta ( 8), que utilizando la~ 

125 es

proteína A aislada y marcada con I ' la sensibilidad

10 a 20 veces mayor que en las condiciones
iniciales. 

Para el desarrollo del ensayo, la fase s6lida se
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prepara adsorbiendo proteína CIq purificada a tubos de po- 

líestireno; a estos tubos se les alade lopl de SHP diluído, 

1: 20 y 1. 0 m1 de solucí6n NaC1- Tw- BSA, se incuban durante

18 horas a 22' C. Después se lavan 3 veces con solucí6n -- 

NaC1- Tw- BSA. Enseguída se adicionan 5pl de proteína A - I
125

actividad específica conocida), se incuba nuevamente du— 

rante 3 horas a temperatura ambiente, se lava y se determi

na la radioactividad. La soluci6n utilizada como blanco - 

es NaC1- Tw- BSA. Para la evaluaci6n, los resultados se com

paran con los obtenidos de suero humano normal (
SHN) trata

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

san en índices de enlazamiento. 

Indice de enlazamiento igual a: 

cuentas problema ( SHP) - cuentas NaC1- Tw- BSA

cuentas NaCI- 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 formaci6n de complejos inmu- 

nes se ha determinado en pacientes con infarto agudo al -- 

miocardío por ista y por otras técnicas ( 29) de detecci6n

de complejos inmunes. Se ha observado que existe una rela

cí6n entre la produccí6n de complejos inmunes y el tamaao- 

del infarto. La frecuencia de reacciones positivas en la- 

determinaci6n de complejos inmunes, se incrementa entre - 



40 - 

los lo y 15 días después del infarto y disminuyen paulati- 

namente después de este periodo. 

El ensayo está limitado para reaccionar solamen- 

te con las subclases de IgG, antes mencionadas. Sin embar

go, puede usarse como un suplemento más selectivo al compjj

rarse con otros sistemas que detectan complejos inmunes -- 

que contienen tanto anticuerpos IgG como IgM. 

La cantidad de Clq utilizada es de 2pg/ tubo, de- 

bido a que en este sistema, la detecci6n de complejos inmu

nes se ve afectada por la cantidad de Clq en la fase s6lí- 

da

Este método tiene similitud con el método que -- 

utiliza IgG - I
125

agregada como molécula indícadora. La ma

nipulací6n de los sueros es igual en ambas técnicas. 

La sensibilidad del método para IgG agregada es - 

de SOng/ ml. 

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

Este método está basado en el tamaño molecular - 

de los complejos inmunes y de la propiedad de unirse a Clq, 

que los caracteriza. Una precipítací6n selectiva con po- 

125
líetilenglícol ( PEG) permite la separaci6n de Clq- I

bre y Clq- 1 125 unido a complejos inmunes. 

V
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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 añade Clq - 1 125 de concentraci6n y actividad específi- 

cas conocidas. 
Se incuba durante una hora a 4* C. Se cen- 

trífuga a 100Og durante 20 minutos, el sobrenadente se des

carta y se mide la radioactividad en el precípítado lava— 
do. Los resultados se expresan como el porcentaje de - - 

125 son calculados en base a la radioac
Ciq ~ I precípitado y

tivídad de proteína unida, 
precipitable con ácido trícloro

acético al 10% ( TCA 10%), la cual se determina para cada - 

análisis efectuado. (
Tabla 5, figura 4). 

cpm C19-, 
125 -

Problema) - ( fondo) X 100=%de Clq- I
125

unido

125
TCA 10% - ( fondo) 

cpm Clq-. I

Para el diseño de este método se us6 suero de un

modelo experimental de enfermedad
autoinmune, 

posteriormen

te la técnica se aplic6 al estudio de sueros de pacíentes- 

con LED y recientemente se ha utilizado en la investiga- - 
cí6n de complejos ínmunes en pacientes con diferentes ti -- 

pos de cáncer. ( 25). 

Se sabe que el PEG en concentraciones
bajas, pue

de usarse para precipitar complejos antigeno- anticuerpo, - 

en condiciones a las cuales tanto el
antígeno como el anti
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cuerpo libres son solubles ( 31). Este conocimiento se ha - 

utilizado para las bases te6ricas del método. El mecanís- 

mo de accí6n de PEG es desconocido, pero se cree modifíca- 

la solubílidad de las proteínas. El efecto de precipita— 

cí6n en este sistema de detecci6n de complejos inmunes -- 

CI) se explica por la exclusi6n estérica del complejo ma- 

cromolecular ( CI- CIq- I
125 ) 

en el solvente por influencia - 

del PEG. ( 5, 18). 

Un hecho importante de este ensayo es que el por

centaje de Clq- I 125 precipítado está relacionado principal

mente a la cantidad absoluta de complejos circulantes más - 

que al tamaño relativo de los mismos. 

La fijaci6n inespecifica de CIq a ADN nativo, 

ADN de cadena simple y a lipopolisacárídos bacterianos

LPS) no se puede detectar en las condiciones de ensayo, - 

debido a que tanto el ADN como los LPS no muestran activi- 

dad enlazante fuerte sobre Clq, además estas moléculas son

completamente solubles en PEG, por lo tanto la fíjací6n de

CIq en ellas no induce precípitaci6n del subcomponente del

complemento en presencia de PEG al 2. 5%. ( 33). 

Una modíficací6n de este método señala que no es

necesaria la inactívaci6n del suero antes de su utiliza- - 

ci6n en el ensayo, e indica que el proceso de ínactívaci6n

por calentamiento puede producir inmunoglobulinas agrega— 
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das, pero que el efecto mayor que se produce es disminuir- 

la habilidad de los complejos inmunes preexistentes para - 

fijar Clq, debido a la disociaci6n de ellos por involucrar

antígenos termolábiles. ( 33). 

125
Para evitar la pérdida de Clq- 1 por incorpora

ci6n al componente CI, cuando el suero no es inactívado,- 

se efectáa un tratamiento con EDTA en concentraciones al— 

tas . En estas condiciones el Clq intrínseco del suero -- 

ejerce una competencia mínima en la uní6n de Clq- 1
125

a -- 

complejos inmunes. 

La cantidad de suero requerida para el ensayo es

pequeña, lo cual indica alta sensibilidad. 
También esta - 

técnica permite resultados cuantitativos y puede ser utilí

zada en la investígaci6n de estudios progresivos en pacien

tes durante y después de la terapia. 

La reproducibílidad de la prueba es buena, sola- 

mente se aconseja la centrifugaci6n del Clq antes de utíli

zarlo, para mantener una concentraci6n conveniente de pro- 

teína y estabilizar el Clq- I
125, 

puesto que en soluci6n — 

tiende a agregarse. 

Las limitaciones que tiene este método son: --- 

a) solamente se pueden detectar complejos inmunes que con- 

tengan antícuerpos enlazantes de Clq; b) utilizar sueros - 

frescos o de congelamiento reciente para evitar la forma— 
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ci6n espontánea de inmunoglobulinas agregadas; 
c) la prue- 

ba no da índicaci6n directa para la identificaci6n del an- 

tigeno en el complejo. 

La sensibilidad del método es de 10 pg/ ml para - 

IgG agregada y de 3 lig/ ml para complejos solubles IgG - anti

IgG . ( 26 ) . 

IV. ENLAZAMIENTO A Clq POR INHIBICION COMPETITIVA. 

PRUEBA DE DESVIACION

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

Este mitodo está basado en la inhíbici6n de la - 

fijací6n de Clq- I 125 a eritrocitos de carnero sensibiliza- 

dos ( EA), por la prese ncia de complejos inmunes circulan— 

tes en el suero. 

El ensayo consiste en diluir 50 p1 de suero en - 

100 pl de soluci6n salina y 100 111 de amortiguador veronal

sacarosa pH 7. 2. El suero diluído es inactivado a 56' C du

rante 30 minutos. Despuás de la inactivací6n, se afiaden - 

10 - pl de CIq~ I
125 (

1 pg) y se incuba a 200C durante 15 mi- 

nutos, en seguida se adicionan 200 - pl de EA ( 4 X 10
8

c9lu- 

las) y se contínila la íncubaci6n
durante 15 minutos. Al - 

terminar ásta, una alícuota de 200 - pl de la mezcla de reac

cí6n se pasa a travis de 150 pl de soluci6n de sacarosa al
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40% en amortiguador de fosfatos 0. 05M, pH 7. 0, contenidos - 

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

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

cuenta la radioactividad de las dos fases. La fijaci6n de

Clq~ I 125 por EA se calcula en porcentaje de radioactividad

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

de fijaci6n
cpm del bot6n

de Clq- 1
125 = — X 100

cpm del bot6n + cpm del sobrenadante

Para determinar la ínhibíci6n de enlazamiento de

Clq- I
125

a EA por el suero problema, la fíjaci6n de Clq -- 

por EA en presencia de suero humano normal se cuantífica- 

simultaneamente. 

El porcentaje de ínhibící6n de la fíjaci6n o por

centaje de desvíací6n de Clq- I
125

para el problema se cal- 

cula como: 

de desvíací6n de Clq~ 1 125 igual a

fijaci6n control ( SHN) - % fíjaci6n problema X 100
fijací6n control

Este ensayo se ha efectuado con complejos inmu— 

nes preparados in vitro y en casos de nefropatías glomeru~ 

ares ( principalmente glomerulonefritis aguda y glomerulo- 

nefritis membranosa). 
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Para la evaluaci6n de la interferencia en la fí- 

jací6n a Clq por complejos inmunes, el complejo EA consti- 

tuye el blanco de actívaci6n o de fíjaci6n de Clq. 

125
En una mezcla EA, complejos inmunes y Clq- I

una cierta cantidad de Clq es desviada de su blanco normal

y fijada por complejos inmunes. Esta cantidad es propor— 

cional a la concentraci6n y reactívídad de los complejos - 

inmunes presentes, así la fíjací6n de CIq sobre EA en pre- 

sencia de complejos inmunes es menor al ser comparada a la

fíjaci6n observada en el suero normal. 

La representación esquemática de la reaccí6n es: 

a. EA + Clq- I
125

b. EA + Cl + Clq- I 125

Clq- 1 125 EA + Clq- I
125

EAClq- I
125 + ClCll- I 125 + 

Clq- 1
125

La radioactividad medida en las fracciones 2, y 11
125

permite determinar la desviací6n de Clq- 1 . Para mayor

reproducibilidad de la prueba, el Clq- I 125 fijado a los -- 

eritrocitos sensibilizados se separa del resto del Clq- 
25

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

solubles . 

Para obtener una sensibilidad 6ptíma, la canti— 

dad de hemolísína utilizada para preparar EA, es crítica, - 

ya que la variaci6n de la dosis sensibilizante modifica la
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reactividad con respecto al enlazamiento de Clq. As! tam- 

bígn, al estar las células cubiertas de antícuerpos adecua

damente, limitan la posibilidad de interferencia debida a~ 

anticuerpos heter6fílos antímembrana glomelural, presen— 

tes en los sueros problema. En las condiciones del ensayo, 

la dosis sensibílizante permite una fíjaci6n de Clq- I 125 _ 
del 50 al 70%, para sueros normales, sin causar aglutina— 

ci6n y hem5lisis de los eritrocítos. 

La sensibilidad de la prueba de desviací6n de — 

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

cipitaci6n en gel y la prueba de precipítaci6n de Clq- I
125

detectan IgG agregada a concentraciones minimas de 10OP/ ml

y 50p/ m1 respectivamente. 

La prueba de desviaci6n permite detectar 5W g/ ml, 

y como cantidad menor absolut a detectable 250 ng/ ml. 

La prueba de desviaci5n tiene una sensibilidad - 

similar a la de métodos con fundamentos te6ricos diferen— 

tes como es la prueba que emplea células linfoblastoídes - 

cultivadas para el enlazamiento de complejos inmunes, cuya

sensibilidad es alta. 

La reproducíbilidad de la prueba indica que una- 

desviaci6n superior al 15% se considera como positíva-( 28) 

Esta prueba detecta también otras sustancias fí- 

jadoras de complemento, como ADN y endotoxinas bacteríanas
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las cuales ínhíben la fijaci6n sobre las células sensibilí

zadas. En el caso del ADN, al igual que en los métodos an

tes mencionados la interferencia se elimina por tratamíen- 

to con DNAsa. 

Los autores del método indican que para este sís

tema, la inactivaci6n por calentamiento del suero problema, 

aparentemente limita el enlazamiento de complemento a com- 

plejos inmunes y los hace más accesibles a Clq- I
125 (

27). - 

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

lamíento reciente. 

El lavado de las fracciones antes del conteo de - 

radioactividad no es factible debido a la reversíbílidad - 

de la fijaci6n de Clq, además en la fracci6n fluída produ- 

ce cuantificaciones inexactas o imposibles de efectuar. 

Dada la estabilidad de las células sensibiliza -- 

125
das y del CIq- 1 ' la prueba puede ser practicable en el

laboratorio clínico. 

ii) Agregados insolubles de IgG. ( 10) 

Este ensayo está basado en la competencia de sus

tancias enlazantes de CIq con agregados insolubles de IgG - 

I IA) 

El procedimiento se desarrolla incubando Clq- I
125
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con cantidades en aumento progresivo de suero problema ( ín

activado a 56' C, durante 30 minutos) o de agregados solu— 

bles de IgG, hasta un volumen total de 50jig de IIA ( 5 11) 

y se contínGa la íncubaci6n por 30 mínutos, más. Se sepa— 

ran dos fases por centrifugaci6n a 2000 rpm durante 5 mi- 

nutos, y se mide la radiactividad. La diferencia de ambas

cuentas se considera como la cantidad de CIq unido a com— 

plejos inmunes. Los controles consisten en reemplazar el~ 

suero humano problema con suero humano normal ínactivado. 

Esta técnica se ha utilizado con agregados solu- 

blec de IgG y sueros de pacientes con AR. En las condício

nes descritas los agregados solubles revelan una ínhibi- - 

ci6n de enlazamiento lineal hasta un nivel del 50%. Esta~ 

misma relaci6n 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 presencia de un material descono

cido, el cual enlaza competítivamente Clq en grandes cantí

dades. Para disminuir la concentraci6n de este material,~ 

en el suero, se utiliza D- penicilamina, de la cual se sabe

que facilita la depolímerízaci6n de ciertas clases de mi— 

croglobulinas patol6gicas. 

Este ensayo al igual que todos los ensayos basa- 

dos en el enlazamiento de Clq, tiene las limitaciones re— 
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sultantes de la presencia de sustancias como ADN, lipopoli

sacgridos y glicoproteinas de peso molecular bajo. 

Los reactivos para el análisis son de preparaci6n

fácil y su estabilidad se mantiene por congelamíento. Se~ 

recomienda tambi1n la utilízací6n de sueros frescos. 

La sensibilidad del ensayo es de 1 pg de agrega- 

dos de IgG contenidos en 50 Pl de suero y es comparablemen

te mejor que técnicas como la precipitaci6n en gel. 
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DETERMINACION DE COMPLEJOS INMUNES SOLUBLES

UTILIZANDO LATEX CUBIERTO DE GAMMA GLOBULINA HUMANA

I. FUNDAMENTO

En el presente capítulo se explicarán los funda- 

mentos y técnicas sobre los cuales está basado este proyec

t o

Reacción de Aglutinación

La reacción de aglutinación se ha usado amplia— 

mente como un ensayo semicuantítatívo de alta sensibilidad. 

Esta reacción se presenta por la unión de células o partí- 

culas grandes a antícuerpos dirigidos contra sus antígenos

de superficie; a diferencia de la reacción de precipita- - 

cí6n, la cual se efectúa entre proteínas antigénicas multí

valentes y sus antícuerpos. 

La reacción de aglutinación se considera general

mente de mayor sensibilidad que la reacción de precipita-- 

cí6n, ya que las partículas relativamente voluminosas cu— 

biertas con una capa delgada de antígeno parecen amplifi— 

car la reacci6n. 

Se ha demostrado que el diluir los sueros ensaya

dos favorece la observación de la aglutinación a diferen— 
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cia de la reacci6n de precipitaci6n que se ve dísmínuída - 

cuando se desarrolla con sueros diluídos. Esto puede es— 

tar relacionado con el numero de partículas necesarias pa- 

ra hacer visible la reacci6n. 

La presencia de un electrolito as! como su fuer- 

za í6níca, son importantes para que las cargas de superfi- 

cie estén amortiguadas adecuadamente antes que las partfcu

las se acerquen lo suficiente para que las moléculas de an

ticuerpos formen uniones específicas entre ellos. 
De e9te

modo aunque los anticuerpos esten enlazados específicamen- 

te a la superficie de las partículas puede no presentarse - 

la aglutínaci6n sí la concentraci6n salina es baja. Con— 

trariamente, la adici6n excesiva de sales puede inducir -- 

aglutinací6n aun en ausencia del anticuerpo. 

Este método r9pido y simple se ha extendido a -- 

una amplia variedad de antigenos solubles, al unirlos a la

superficie de partículas. La aglutinaci6n pasiva, como se

denomina esta reacci6n, utiliza polimeros sintéticos tales

como poliestireno o minerales coloidales como la bentonita, 

como soporte de los antigenos. 
Ordinariamente estas partí

culas adsorben por medio de enlaces no covalentes a los an

tígenos, sobre su superficie. 

La aglutinaci6n es una prueba de alta sensibili

dad, la cual mide los niveles de anticuerpos en t9rmínos - 
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relativos, no en unidades de peso. Así mismo la inhíbi- - 

ci6n de esta reacci6n, provee un ensayo sensible, el cual - 

puede efectuarse al adicionar al medio de reaccí6n un li— 

gando libre que inhíba específicamente la reacci6n, al com

petir por el antigeno adsorbído sobre la superficie de las
partículas. ( 14, 6). 

El látex ( poliestireno) cubierto de IgG, es un - 

reactívo útil en pruebas de aglutinaci6n, por lo cual he— 

mos pensado utilizarlo como indicador en el sistema de re~ 
accion que nos interesa. Sabemos que este reactívo se utí

líz6 en estudios de ínteracci6n entre complemento humano e
inmunoglobulina G, 

observándose que el subcomponente Clq - 

del complemento era el responsable del efecto aglutinante - 
sobre las partículas de látex. Esta reaceí6n de aglutina- 

ci6n se efectúa en forma lineal, lo cual indica que depen- 

de y se íncrementa en forma proporcional a la concentra~ 
ci6n de Clq. ( 7). 

Del CIq sabemos que es la proteína de reconocí— 

miento de la vía clásica del complemento, tiene gran avi— 

dez por los complejos inmunes y ha servido como detector - 

sensible de istos y otros materiales que reaccionan con el
complemento. ( 1, 3). 

En base a las características del subcomponente- 
Clq, así como del reactivo látex cubierto de IgG ( L9 - IgG)- 
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tratamos de disefiar el proyecto de una técnica que nos fue

ra Gtil en la determínaci6n de complejos inmunes solubles - 

y que no requiera de aparatos costosos y sofisticados. 

Este diseño está basado en la inhibici6n de la - 

aglutinaci6n de látex cubierto de IgG, por la presencia de

complejos inmunes que compiten con estas partículas por la

fijaci6n de C1q. 

En teoría los complejos inmunes no reaccionan

con el látex cubierto de IgG ya que la porci6n activa Fc

del anticuerpo expuesta por la formaci6n del complejo sola

mente enlaza CIq y no una inmunoglobulína como la que se - 

encuentra cubriendo las partículas de látex. 

La secuencia de la reacci6n que se propone, con- 

siste en hacer reaccionar complejos inmunes ( CI) con el -- 

subcomponente Clq humano purificado y hacer detectable la

reaccígn por medio de partículas de látex cubiertas de IgG, 

las cuales, al unirse con Clq libre de la primera reaccí6n

producen una aglutinací6n. 

La aglutinací6n será de mayor o menor grado de— 

pendiendo de la inhibici6n ejercida por la presencia de -- 

complejos inmunes. 

En forma esquemática la reacci6n puede expresar- 

se de la siguiente manera: 
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C I q + L5 I gG ---- C I q - L! IgG

CI + CIq + L51gG Cl- CIq + Clq- LgIgG

Así, se espera que al reaccionar cantidades cono

cidas de complejos inmunes ( preparados in vitro) con Clq - 

puríficado, haya una fijaci6n de CIq por los complejos in- 

i-iit.ines y al añadir látex cubierto de IgG se presente compe- 

tencía entre complejos inmunes y la IgG de las partículas~ 

de látex por la fijaci6n a CIq, produciendo una inhibición

de la aglutinací6n proporcional a la concentrací6n de los - 

complejos inmunes presentes. Si se compara esta inhibi- ~ 

ci6n de la aglutinaci6n 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 concentraci6n de complejos inmunes esté deter- 

minada por el grado de ínhíbici6n de la aglutinación. 

11. MATERIALES Y METODOS

La preparación de las substancias que se propo— 

nen para este proyecto pueden prepararse en el laboratorio

o adquirirse de marcas comerciales. 

Proterna_ CIq_ p 1rificada

Esta proteína puede obtenerse de sueros normales, 
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haciendo la purifícaci6n por el método del ADN ( 1) o por - 

el método de precipitaci6n a baja fuerza i6nica ( 32). 

Una vez obtenida la proteína se requerirá estan- 

darizarla, para lo cual se proponen las siguientes pruebas: 

determinación de proteínas, pureza y actividad biol6gica. 

Estas pruebas pueden efectuarse por métodos muy - 

utilizados en laboratorios clínicos. La determinaci6n de

proteínas puede efectuarse por la modífícaci6n al método - 

de Lowry ( 14), se pens6 en esta técnica, ya que permite la

cuantificación rápida de concentraciones pequefias de pro— 

teína ( 1 a 5 pglml). 

La prueba de pureza consiste en electroforesis - 

en gel de acrilamida, efectuándose por el método modifica- 

do de Davis. ( 32). 

La actividad biol6gica de la proteína puede de— 

terminarse en placas de gel. de agarosa 0. 6% ( 1) y midiendo

las unidades aglutínantes ( 29). 

Compleios Inmunes Solubles. 

La reaccí6n de precipitací6n cuantitativa de com

plejos antígeno -anticuerpo indica que para sistemas monoes

pecificos, el anticuerpo que reacciona es esencialmente -- 

equivalente a la cantidad de antígeno adicionada. 
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En una curva de precípítaci6n antígeno -anticuer- 

po se observan tres zonas de reacci6n; exceso de an tícuer

po, equivalencia y exceso de antígeno. 

La relaci6n anticuerpo -antígeno en la zona de ex

ceso de anticuerpo' de muchos sistemas
monoespecíficos, va- 

ria en forma muy cercana a la linearidad, 
cuando se añaden

cantidades crecientes de antígeno. En esta zona la rela— 

cí6n molar exc ede grandemente a 1. 0, indicando que varias - 

mol culas de anticuerpo se combinan con una molécula de an

tígeno. En la zona de exceso de antígeno, esta relacion - 

tiende a formar una curva con un valor limitante ligeramen

te mayor de J. O. Esto se ha explicado con la teoría del - 

enrejado ( Heidelberger y Marrack), la cual sugiere que la- 

precipitací6n es una consecuencia de la formaci5n de agre- 

gados de anticuerpo -antígeno, 
de tal manera que cada molé- 

cula de anticuerpo se une a más de una molécula de antíge- 

no y viceversa, 
formando una red, y cuando los agregados

exceden del volumen crítico se produce la precipitací6n. 

As! mismo, cuando los complejos precipitan
en las zonas

de exceso, se forma un agregado lineal con moléculas de an

tígeno y anticuerpo alternantes ( Ag. Ac. Ag. Ac. Ag. Ac). - 

En la regí6n de exceso de antígeno se han encontrado rela~ 

cíones anticuerpo/ antígeno menores de J. O, pero los agreg 

dos formados en esta zona permanecen en el sobrenadante -- 

porque son pequeños y determinan la rama
descendente de la
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curva de precipitaci6n. 

Se ha demostrado que las relaciones molares de - 

los complejos solubles varían considerablemente; 
0. 75 - - 

Ac 3A 94 ) en ligero exceso de antígeno, 0. 67 ( Ac2 A93 ) en ex

ceso substancial de antigeno y en exceso extremo del anti - 

geno la relaci6n se aproxima a 0. 5 ( AcA g2)' como se espera

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

El procedimiento para efectuar la reacci6n de - 

precipitaci6n cuantitativa de complejos anticuerpo -antíge- 

no se efectila de la siguiente manera: 

Se preparan 10 diluciones progresivas a partir - 

de 1 mi de solucí6n de albúmina sérica humana ( ASH) ( 1 mg/ 

mi). Utílízando amortiguador de boratos 0. 05M pH 8. 2 COMO

diluyente. 

En una serie de 9 tubos colocar 0. 5 mi de la di- 

luci6n correspondiente del antígeno ( ASH). Adicionar a ca

da tubo 0. 5 mi de suero antí 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 mi

y 1 mi de soluci6n amortiguadora fría, 
centrifugando a

2400 rpm, 41 C durante 30 minutos. Diluir el precipitado
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en 5 m1 de Acído acétíco 0. 25N. Leer la absorbancía de la

solucí6n contenida en cada tubo a 280 nm. Grafícar ( concen

traci6n del antígeno en las abscísas y absorbancia en las - 

ordenadas). 

En otra serie de tubos, los cuales se utilizan - 

para determinar la densidad Sptica del antígeno, colocar - 

0. 5 m1 de la dílucí6n correspondiente del antígeno ( ASH) y

afiadír 5 m1 de ácido acétíco 0. 25N, mezclar completamente - 

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

Cantidad de anticuerpo precipítado: 

M = Dsp ~ Dx X V X 10
E 1 % ( Ac) 

lcm

donde

M cantidad de anticuerpo en el precipitado ( mg) 

Dsp absorbancía del precipitado

V m1 de ácido acético afiadidos para disolver el

precipitado

E 1% coeficiente de extinci6n del anticuerpo
lcm

Dx absorbancía del antígeno en el precipitado

Para llevar a cabo este proyecto se ha pensado - 

utilizar complejos inmunes solubles del sistema ASH- antí - 

ASH. Preparándolos con 10, 20 y 50 veces el antígeno en - 

exceso. El suero antí ASH deberá obtenerse de conejos in- 

munizados y se determinará el punto de equivalencia previa
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mente a su uso por medio de una curva de precipitaci6n. 

Preparací6n de Complejos Inmunes Solubles

Colocar en tubos de ensayo 0. 5 m1 de ASH ( concen

traci6n adecuada para el exceso de antfgeno correspondien- 

te) y adicionar 0. 5 m1 de suero anti ASH, cubrirlos y colo

carlos en baño 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 prep2, 

raci6n de controles. El suero deberá ser ínactivado ( 56' C

30 min.) y díluido ( 1: 6) en amortiguador de boratos 0. 05M, 

pH 8. 2 antes de usarse. Este tratamiento es necesario pa- 

ra eliminar el Clq end6geno y además la posibilidad de en- 

contrar reacciones positivas falsas por substancias ínespe

cificas. 

Se sabe que algunos sueros normales presentan ac

tividad aglutinante de látex cubierto de IgG ( baja inciden

cía), sobre todo cuando han sido almacenados por largo -- 

tiempo. ( 7). 
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Látex cubierto de IgG ( LSIgG) 

Este se obtiene de reactivos comerciales utiliza

dos en la prueba del factor reumatoíde. ( Lab. Hylaud, Lab. 

Laf6n, Lab. Hoecht). 

Soluci6n Amortiguadora

El amortiguador que se utiliza es una solucí6n - 

de NaCl 0. 15M, boratos 0. 05 M, pH 8. 2, fuerza ióníca 0. 20; 

ya que sabemos esta soluci6n es de utilidad para la reac— 

ci6n Ciq- LáIgG. ( 23). 

Por tratarse de una mícrotácnica debemos conside

rar que los recipientes sean adecuados para volúmenes pe— 

quefios, para lo cual se requerirán placas de poliestíreno- 

con pozos de fondo redondo ( 0. 250 m1), ya que esta configu

rací6n es la más conveniente para identificaciones de tipo

serol6gico y se adapta para la mejor observací6n de la -- 

reacci6n de aglutinaci6n, ( 24). 

Para efectuar las diluciones serán necesarias mi

cropipetas calibradas ( 25 Pl/ gota) y microdílutores ( 251A). 

III. CONDICIONES DEL ENSAYO. 

Las condiciones de volumen, temperatura y fuerza

i6nica para la determínací6n de complejos inmunes, se han- 
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considerado a partir de la informaci6n obtenida de la bi— 

blíografía consultada y de pruebas preelíminares. 

La determinací6n de unidades aglutínantes del -- 

subcomponente Clq nos ha servido como base principal para - 

considerar las condiciones de este proyecto. 

Determínaci6n de Unidades Aglutinantes ( UA). 

Se preparan en placas de políestireno diluciones

seriadas de proteina Clq purificada ( 25 Vg), utilizando co

mo diluyente amortiguador de boratos 0. 05M, NaCl 0. 15M, -- 

pH 8. 2 ( 25 111). Una vez efectuadas, se anade a cada pozo - 

25 pl de reactivo látex cubierto de IgG diluido 1: 4 ( Lag. - 

Hyland). Se mezclan los reactivos y la reacci6n de agluti

nací6n se registra después de 20 horas de incubací6n a tem

peratura ambiente. Una unidad aglutinante corresponde a - 

200 ng de la preparací6n de Clq. ( 23). 

El control negativo se prepara con solucí6n amor

tiguadora y látex cubierto de IgG diluido 1: 4. 

Interpretaci6n.- La reacci6n positiva se observa

por una capa de aglutinaci6n que cubre la base del pozo de

reacci6n. La reacci6n negativa se observa por la forma- - 

ci6n de un bot6n blanco sedimentado en el fondo del pozo. 
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Vo lumen

En pruebas preelímínares hemos determinado que - 

en un volumen total de 75 pl/ pozo, se tiene una observa- - 

ci6n buena, tanto de la reaceí6n positiva como de la nega- 

tíva. Por lo que s'e ha determinado utilizar un volumen de

25 pl para cada uno de los reactívos utilizados para el en

sayo

Para cada lote del reactívo látex cubierto de -- 

IgG es necesario comprobar que mantiene la misma actividad

a la díluci6n índícada por la determínaci6n de unidades -- 

aglutínantes. Sí esto no ocurre será necesario determinar

la díluci6n adecuada y el volumen total del pozo, para que

la reacci6n sea visible sin ningún problema. 

Temperatura

Los métodos descritos en el capítulo anterior, - 

desarrollan la reaccí6n Clq- complejos ínmunes a temperatu- 

ras en un rango de 20' C a 25' C, independientemente de las - 

condiciones específicas de cada ensayo. Además enexperimen

tos de asocíaci6n entre el componente CI y complejos ínmu- 

nes ( 31), se observ6 que en un rango de temperatura entre- 

O' C y 20' C se obtienen constantes de asociaci6n que indi— 

can enlazamiento efectivo entre estas moléculas. Por lo - 

tanto se tratará que la primera fase de la reacci6n ( com— 
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plejos inmunes- Clq) se efectúe en este rango y la segunda - 

fase ( Clq- LáIgG) a temperatura ambiente como lo indica la

determínací6n de unidades aglutinantes. 

Fuerza i6nica

Se sabe que la reacci6n LáIgG- Clq se efectúa a - 

las condiciones del amortiguador utilizado. Sin embargo, - 

para la primera fase ( complejos inmunes- Clq) del ensayo se

propone probar el mismo amortiguador ( boratos - NaCl), va— 

ríando únicamente la fuerza í6níca a un rango entre 0. 09 y

0. 15, debido a que la uni6n entre estas dos unidades se ~- 

efectúa con mayor facilidad en rangos bajos de fuerza í6ní

ca, por la naturaleza misma de las interacciones iníciales

del enlace. ( 31). 

IV. DETERMINACION DE COMPLEJOSINMUNES SOLUBLES

Una vez determinadas las unidades aglutinantes - 

del Clq, podemos determinar la cantidad de complejos ínmu- 

nes que reaccionan con esta proteína, lo cual hemos pensa- 

do desarrollar de la siguiente manera: 

Utilizando 25 lil de complejos ínmunes preparados

ín vitro, diluídos 1: 1 ( v/ v) en suero humano normal previa

mente inactívado, preparar diluciones seriadas en amortí— 

guador de boratos ( fuerza í6nica 0. 09 a 0. 15). Enseguida- 
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añadir 25 pl de Clq purificado ( UA conocidas), a cada uno - 

de los pozos, mezclar e incubar a 20' C; en este paso se - 

se probarán varios tiempos de incubaci5n. Inmediatamente- 

despu6s de terminada la incubaci6n, añadir 25 pl de LáIgG- 

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 reacci6n se prepara

rán pozos adícionales. con los reactivos utilizados. 

1) Clq- LáIgG. 

A 25 pl de soluci6n amortiguadora adicionar 25pl

de Clq purificado ( UA conocidas) y 25 pl de reactivo LáIgG

diluido 1: 4. Mezclar e incubar 20 horas a temperatura am- 

bíente. La informaci6n que se espera de este control es - 

la aglutinaci6n total que se efectúa al reaccionar el Clq- 

con el llátex cubierto de IgG. 

2) SHN- LfigIgG. 

A 25 111 de soluci5n amortiguadora añadir 25 ijl - 

de suero humano normal y 25 4 de reactivo LáIgG diluído - 

1: 4. Mezclar e incubar 20 horas a temperatura ambiente. - 

La reacci6n que se espera de este control es negativa, ya - 

que sabemos los sueros normales no contienen componentes - 

que reaccionen con el látex cubierto de IgG. 
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3) CI- LáIgG. 

A 25 pl de soluci6n amortiguadora afiadir 25pl - 

de complejos inmunes a 25 pl de LáIgG díluído 1: 4. Mezclar

e incubar 20 horas a temperatura ambiente. La reacci6n - 

que se espera de este control es negativa, pero si llegara

a presentarse aglutinaci6n ligera, deberá ser tomada en -- 

cuenta para determinar el grado de aglutinaci6n real produ

cido tanto por el Clq como por los complejos inmunes al -- 

reaccionar con LáIgG. 

Para la detérminaci6n de complejos inmunes en un

suero problema se propone el mismo procedimiento. Efec- - 

tuando un tratamiento previo a su uso, el cual consiste en

díluci6n 1: 1 ( v/ v) en soluci6n amortiguadora e inactiva- - 

ci6n a 56' C durante 30 minutos. Sabemos que el almacena— 

miento del suero induce la formaci6n de agregados de inmu- 

noglobulinas ( 21- 29), lo que altera los resultados reales. 

Por lo que deberá preferirse la' utilizaci6n de sueros fres

Cos

La inhíbíci6n de la aglutinaci6n obtenida del -- 

suero problema debe ser comparada con los resultados obte- 

nidos de los complejos preparados ín vítro, para la evalua

ci6n de los mismos. ( Tabla 7, figura 6). 

V. CALCULOS

La evaluací6n semicuantitativa puede hacerse di- 
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rectamente utilizando el grado de aglutinaci6n observado, - 

registrándolo en número de cruces, en base a la aglutina— 

cí6n producida por el control Clq- LáIgG. 

Para la evaluací6n cuantitativa de complejos ín - 

munes preparados in vítro, a diferentes concentraciones de

antígeno ( 10, 20, 50 veces el antTgeno en exceso), se gra- 

fican los datos obtenidos; en la abscisa concentrací6n de

complejos inmunes y en la ordenada titulo de diluci6n o nú

mero de pozo. 

Se espera que la uní6n entre Clq y complejos in- 

munes se efectúe en forma proporcional a sus concentracio- 

nes, si esto ocurre la inhibici6n de la aglutinací6n esta - 

r9 determinada por una variaci-6n lineal. Así, a mayor con

centrací6n de complejos inmunes menor será el grado de.- - 

aglutinaci6n. Por lo cual se espera la gráfica de una rec

ta con pendiente negativa. 

El tipo de gráfica, puede no ser lineal, ya que - 

esta relaci6n estará determinada por el consumo de Clq en - 

el sistema. En este caso se tendrá que determinar la ecua

cí6n de la curva obtenida. 

Para este sistema el procentaje de inhibíci6n de

la aglutinací6n puede ser obtenido con la siguiente rela— 

ci6n

b =
X 100 % de Inhibici6n de Aglutinaci6n

a - c
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donde : 

a control ( amortiguador, Clq, LáIgG) 

b problema ( amortiguador, SHP, Clq, LálgG) 

e blanco ( amortiguador, SHN, LáIgG) 

La reacción de aglutinación y los procesos para - 

obtener los reactívos son en su mayoria fáciles de desarro

llar y requieren de aparatos básicos para un laboratorio - 

bien equipado. 



C 0 N C L U S 1 0 N E S

Hemos observado que la mayoría de los métodos

analizados en el capitulo tercero, utilizan substancias

marcadas con is6topos radioactivos como indícadores en la

cuantíficaci6n de complejos inmunes. Los radíoensayos, -- 

son técnicas de alta sensibilidad y confiabílídad que re— 

quieren de personal capacitado para efectuarlos y llevar - 

el mantenimiento adecuado del equipo utilizado en este ti- 

po de análisis. 

Para la mayoría de los laboratorios clinicos es

dificil la adquisici6n de equi,pos para radíoensayo, princi

palmente por su costo. Por lo que creemos sería de utili- 

dad práctica el uso de métodos que no requieran equipos

muy sofísticados, lo cual representaría una gran ventaja

para este tipo de laboratorios, puesto que en la actual¡ -- 

dad la determinaci6n de complejos inmunes está adquiriendo

importancia, debido a la presencia de estas substancias en

una gran variedad de estados patol6gicos. 

Aunque el proyecto presentado, tendría al igual - 

que los métodos antes descritos, el inconveniente de la ac

tividad enlazante de Clq a otras substancias diferentes de
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los complejos inmunes, entre las que se encuentran endo- - 

toxinas bacteríanas, factor reumatoide, ADN, etc., existen

posibilidades para eliminar o disminuir estas interferen-- 

cías. 

El tratamiento con DNAsa, centrífugaci6n, reduc- 

ci6n y alquilaciSn, inactívaci6n y diluci6n de los fluidos

biol6gicos, son procedimientos que nos permiten obtener un

material adecuado para ensayos que utilizan Clq como molá- 

cula principal en la detecci6n de complejos inmunes. 

En este proyecto se elimina la posibilidad de - 

usar sueros que contengan factor reumatoide debido a la ac

tívidad específica que existe entre este factor y el reac- 

tivo látex cubierto de IgG. 

A reserva de comprobarlo experimentalmente, los - 

conocimientos te6ricos y prácticos con que contamos, nos - 

inclinan a pensar en la utilidad de este disefio. Ya que - 

estamos partiendo de una tácníca de sensibilidad muy acep- 

table, como lo es la inhibíci6n de la aglutinaci6n; además

las propiedades de cada una de las moliculas que se preten

de utilizar favorecen este sistema. 

En cuanto a la importancia de esta determinaci6n, 

sabemos que la detecci6n de complejos inmunes se utiliza - 

en investigaci6n, para estudiar la evoluci6n de las enfer- 

medades autoinmunes y principalmente el papel patogéníco,- 
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así como, el comportamiento de los complejos inmunes antes

y despuls de la aplícaci6n de la terapia. 



R E S U M E N

Se establece una comparaci6n entre los sistemas - 

seguidos actualmente para medici6n de complejos solubles - 

presentes en sueros y preparados artifícíales- Se presen- 

tan dos grupos principales: a) pruebas de precípítaci6n de

complejos con Clq, b) pruebas de desvíaci6n de Clq. Se - 

propone un métodos de evaluaci6n perteneciente al grupo b, 

basado en la competencia por la fijaci6n de Clq, entre com

plejos solubles y partículas de látex cubiertas de IgG. 
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