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ALIDAD OE LA ANTI
GLOBULINA HUMANA (SUE
RO OE COOMBS) POR VA

RIDS METOODOS.

0BJETI VD

R).- Preparar une antiglebuline humana ( Suero de

Coombs), de scumrdc @ loe métodos descritos griginalmente por

Coomhs, Mourant y Race, pars comparar las caracter{sticas de

los sueros obtenidos s partir de dos fracciones globulinicas

preparadas por diferentes métodos.

B).- Confirmar 1» efectividad y confiabiligad de los

Sueros sntiglohulinicos humanos cbtenidos, zgn muestrasprupo;

cionsdes y controladas por el Banco de Sangre del Instituto

Nacignal de Peaiatria {D1F),




INTRODUCCION

En la actuslidad vemaos que debido al desarrollo y pra
greso de las tecnicas de laboratorio para la deteccidn y pre
vencidn de diverses enfermedades, éestas se han ido mejorando
hecienduse més sensibles y especifices, de aqui partimos paras
realizar el trabajo gque @ coantinuecidn axponemos. El matado
de ls antiglobulins humana (suera de Coombs), desarrollado en
1945, tisne smplias splicacliongs practicas dentro de slgunos
CRmpos como le Microbiolog{a; por ejemplo en el diagnéstico
de slgunss enfermedades virales donde se emplem la técnica de
inmunofluorescencia indirects, pars 1ls cual, se utiliza‘un an
ticuerpo de especie previamente marcado con una sustanris

fluorescente contra los anticuerpos gue se investigen.

La pruebs de la antiglobulina humana tiene también una
g¥8n isporténclas en la Inmuncicgia ce Inmunonematoiogia, en-
donde podemos mencionar el diagn3stico de enfermedades como -
1s Eritroblastosis fetal, que es progducidga par un isoanticuer

PO contra el fsctor Rh sangufnec de los eritrocitcs del recidn

nacido.

&, ia auviivaviun mds importante de 1la
prueba de Coombs, gue se hace e mamera rut:nacia en el Sar -
de sangre, es cuarda se efectiar las pruebss o T - T -

dores y recentcres, cara cete_t-: T LT, Tcal:izaz




son compatibles.

Finalmente podemos mencionar el usg de la prueba de
la antiglobulina humana en campos coms la Quimica Legal, para
C®eos de paternidad, ys que se pueden inveastigar tanto en el
padre, como en el hijo algunos antigencs de superficie de los
eritrocitos, que se detectmsn soloc mediante la prueba de la an

tiglobulina de Coombs.

Usbido a la gren importancia y a las amplias eplica--
ciones de la pruebe de la antiglobuline humanas pars el ﬂilgnbg
tiZa y prevencidn de enfermedades, nas propusimos llevar a ce
bo ésts investigacidn, como tema de tesis profesional. Ademés

de considerar que podr!s ser un esfuerze Gtil para el pafis. -

reduciendo nuestra dependencia cientifics y tecnolégica.
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CaAaPITULD I
\ GENERALIDADES:
r HISTORIA.~ Aungue Moreschi, en 1908 fué el primero en
i establecar ¢l principic de la pruebe de 1ls antiglobulins - -
; (1, 2,), fueron Coombs, Moursnt y Race, en 1945 los primeros
&n esplesria pers la deteccibn de sglutininas Rh incompletas
F o debiiles.
* Originalmente, se pretendid usar ia pruepa como un me
todo de investigecién, con referencis especial sl efecto de
i’ sglutinines diebiles o incompletas del fesctor Rh, las cuales -
&N muchos Ces0® provocaban 1s sensibilizscidn de eritrocitos
l humanos con el antfigend corresponciente, producliendo cusdros-
<

patolégicos camp la enfermecsa hemolftics del recier nacido
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y reacciones postransfusiaoraies.

wiener y Peters (1944 - 1945), pastularcn gue los cuad
dros cilnicos mencionados eran debidos a un proceso de isoinmu
nizacién; sin embarge los isoanticuerpos responsables no po- -
dinn_ser detectados medimnte una reaccidn visible "in vitro®,
en éste caso por una hemaglutinacidn. Le razdn de esto era: -
Que los isgantlicuerpos por ser *incompletos o univalentesa" (Igl
no podian producir 1la henaglutinaci&n, ls cual se manifestabs

cusndo el anticuerpo ers una aglutinina Rh complets (igM).

La prueba de Inhibicién o bloqueo idesdo por Wiener -
en 1944, ers, por consigulente gl gnico método pars poder de--
tectar @ste tipo de anticuerpo. L& pruebds consistis #n sanelbi
lizer eritrocitos con anticuerpos (IgG) snti - Rh (D), pars -
posteriormente ser trstados con un anticuerpoc IgM homélogo, ls
he-lglutinlclﬁn no se producia ya que la accion del primer an-
ticuerpo "bloquesba® 1la sccidn del segundo; por cubrir los si-

tios sntigi#nicos de los eritrocitos Rh (D) positivos.

ESQUEMA DEL METDDD DE WIENER (1944).

+ —

Anticuerpos {(IgBG) £ritrocitos Eritrocitos
humanos Rh (D) husancs ssn

antli - Rh (D) positivos. sibilizedos.
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Rnticuerpos (igm} Erttrocitos Accidn de
humanos sen
enti - Rh (D) sibilizados. "blogueo®.

En 1945 Wiener publicéd un método gere detecter lee-
sglutininas (IgG) anti -Rn {(0), gue mse diferenclabs ds los mé
todos ordinaricos dm sgiuiinacidn en ia sustitucifn de le =0
lucidn esline isoténica como diluyants de la prusba, por plas
m8 o sueroc humano compatible. £s decir, le suspensidn de eri-
tracitos srs ajustada a una concentracidn del 2% empleando co
®0 diluyents suerc o plasme humsna. Mas ein, sl suero probsdo
peres la omisccidn dge aglutininas (IgG) anti - Wn (D) podias -~

ser ua®do sin diluir o bien diluldo con suero o plesme huma-

ho, para el csso de la titulacién. uWisner oropusc el nombre
ds conglutinscidn pera #sta prueba, caon el propdsito de dis.-

tinguirla de la prueba de sglutinaciin ordinsria.

S5in embergs, Coombs en 1545 arguwanti nue ésta termi

nologia no debia ser empleada en is Sruebs de Wicnmer daas que,

de acuerds can Deazn (1211) -1 4 - --

1
-

Gavti 22i8n se refe

|
[
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ria a la reaccidn producids cuando se agregaban cololides bavi
nos (conglutininas) a eritrocitos tratacdos con sueros hamdlo-
gos deacomplementarizedos. Mas sin las congiutininas sola hs

bisn sidoc cemostradas gn los Suer0s d® rumientas.

En luger de un suero hiperinmuneg prepsrsdo por 1s inmu
nizecidn de un aniwal con eritrocitos humenos como inmunbgenng
se pod{a emplear un sueroc humano normal gue tuvierm mglutini-

nes naturales pars los eritrocitos humanos.

Por otra perte, la coeglutinecién se pressntabs cuan-
do un entigenc y un anticuerpo homdlogos, bsjo condiciones -

spropisdes aglutinaban eritrocitos de ctres 2speciss snimales

(1, 2, 3.

En 1945 Coombs y cols. el trsbsjsr con suszo antigle-
bulfnico humano prepsrado en conejos, con eritrocitas esensibi
lizedos por un anticuerpo globulinico incomplisto, observaron
que s# produci{s uns hemsglutinecidn frencs 0 eusencias de estas
sl smplasr eritrocitos humenos levados, no sensibilizadoes. £}

miatodo originalments dsscrito por Cosaebs, y cols., sre al si-

gulente:

Se ponian dos gotas ce una suspensidn de sritrocitos
nussnoe Rh (0) positivos en un tubo de ensayc, contenisndoc un
valu=ss lgual dw sueru NumENO en estudio; gue podis ser frese

co o celentado 8 5697, de 30 s 60 minutos, tasbién se emples-

-5 -
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ban sueros controles negativos, los cuales no deberisn tener-
aglutininas (IgG) Rh especificas coniras los eritrocitos de -

prueba, as! como un control constitufcs psr 3s tzs 2o ool

(1]

3c 2
cidn salina isoténica. £1 tubo problema y los centroles nega-
tivos se incubsban a 37 9C, de 30 a 60 minutos, tomando des--
pu#és una pequefa mugstras con una pipeta Pasteur, la cual se
observabs micorscopicamente; si existia hemaglutinacibn, la
prueba de la antiglobulina humana no se llevesba a cebo.Sin em
bargo, la susencis de hemsglutinacion indicaba dos posibilida
des: primero, gue &l suero en estucdic fuese compatible con los
eritrocitos humenos probedos; segunde, gua el suerc problema

tuvlers aglutinines demasiado débliles o incompletas, por 1o

gue no eran detecteadas porf una reaccidn gde hemaglutinacidn.

Pars excluir estas cos Gltimas posivlilidades se llebs
ba s csbo ls prueba de la antiglobulina humana. Los eritroci-
tos no aglutinados en el primer psso, eran lavsdos tres veces
con solucifn salina isptdnica, después, se preparaba una Sus-
pensidn finsl de eritrocitos no aglutinados al 2%. A &eta (1
tima se asfadis un volumen igual de una dilucidn aproplads de
suerno antiglobulina bhumana (previamente inactivacdo 2 5& OC de
30 a 60 minutcs y absorbids can eritrocitos humanos tipo A, B
y 0). Esto se hacfa para asegurar que el sueroc hiper-inmuneg
£ 1a dilurién empleada, no tuviera sglutininas irespecificas
contra los eritrocitos empleanas en la prueba. Jespues de un

perfodo de incubacidr a 37 QC., zura-*e 32 2 52 ~i-v.tzs, los

.
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tubos se leian macroscdpicamente para ver la hemaglutinacibn.

En ese misma afio de 1945, Cpombs, y cols., postularon
Que mediante el empleo de éste metodo se podia demostrar la -

sensibhilizecidn "in vivo® de los eritrocitos de nifos con pa-

decimientos hemoli{ticos, aln cuando no se hubiesen demostrado

8glutinines libres en sus sueros, siendo necesario pera @llo
xponer los eritrocitos sensiblilizedos por el isgenticuerpo -

gnti-Rh, al suero entiglebulinico humano (1, 2).

Posteriormente Diamond y Abelson en 1945 mediante el
UsSD de ls antiglobulina humanas, comuniceron la existencias de

forres incompletas de agiutininas anti-C, anti-E, anti-Z, an-

ti'ao

El uso de la antiglobulina huymana permitd ls detec- -
cidn de otros sistemas antigeno - anticuerpo, en los gue por
diversas circunstuancias, la reaccidn de sensibilizacién, no se
abservebs. Par ejempla, Levsine y Gilmore, en 1945 reportaron

la existencia de sglutininas incompletas (IgG) enti-eritroci-

tos de carrerc encontradsc en c830S de mononuclecsis 1nf:=ctg

En 1947 Coomhs y colg., estaslecieron definitivamente
que el m@todo de la antiglobulina humsna empleado pars la de-

teccibn de anticuerpos (IgG) anti - Rh, era una resccidn espe

-7 -




cifica antigeno-enticyerpo entre la antiglobulina humana vy l»
globulina humana adsorbide & los eritrocites Rh (D) positivos
Dewostraron tambien que el snticuerpo presente en el susro del
cofejc inmunlizado; el cusl aglutinabe células sensibilizadas

con sl anticuerpo (IgG) anti-Rh (D), era un snticuarpao anti
- r -globul{nico humano. Y gque el anticusrpo dgG) anti-Rh (D)
astsba preaente en ls» r- giobulina huymana. Los sutores su
girieron desde sntonces que tal vez, pesquefas centidsdes del

anticuerpo (IgG) eatan contenidas en las globulines o< y 8.

Les conclusionss antariores fuseron sl rasultedsoc de -

los siguientes experimentos.

Cuando se trateron con sulfato de smonioc sueras hume-
nos completos que contenisn el anticuerpo (IgG) mnti - Rh (D),
sa sncontrd que el precipitado obtenido con un 33% de satura-
cidn, contenis una gran cantidad de ,-globulinls, y por =
consiguiente, le mayor parte del snticuerpo (1g6) anti-Rh (D),
migntres que el precipitado obtenido entre el 33 y el SO%¥ de
saturacidn con sulfato de amonia, contenis une mayor cantided
de o« y B y que en menor grade ,— globulinas. Este Glti-
mo precipitado una vez resuspendido, no sesibilizabs a los -

eritrocitos Rh {D) positivos tan fuertemante comp 1o hacia el

primero.

£n ztra excprimentz, s¢ 27servy

(B3}




un suero hiperinmuyne anti-aib(imina humana preparado cor el ng
todode Lohn era cepiz de praducir la aglutinscién de eritroci
tos sensibilizesdos con 2 snticuerpo (IgG) anti Rh (D). Rps
rentemante el suerc anti-albimina humens era capéz de resccip

nar inmunolégicemente con el anticuatpo (IgG o anti-Rh (D).).

Pars excluir lo snterior, se efectio el sigui.ntenxp!
rimente: se prepsraron verios sueros hiperinmunes por inmuni
zacidn s coneios con los div-rsns c-mponentes protéicos de un
suero humano: albimine, o« , & .,y J - globulines, lns-
Que fuesraon obtenidos por al fraccionsmiento protéicc de un -
sugrc humanc totsl, #stc involucrsbs procesos fisicos y quimi
cos, por ejemplo, le precipitacién con sales, precipitscidn -
can solventes miscibles en sgus, como el etanal, y electrofo-
resis (1, 3, 8). Se siguid un esguema de inmunizecidn splicen

do cinca inyecciones con dosis de 0.1 mg. de protefinas sdminis

trsdas irtraparitongalwmante 8 intervalos de & dias.

LOS SUEROS HIPERINMUNES

fuercn inactivados a8 569C da 30 a 60 minutos v lusgo

sosorbidos con eritroacitos numangs A 8

<)

para usarlos gn -
la prusba de neutrslizacién frente a sus respectives freccio-
nes protiéices; albdémins, e , B . v , -globulinas, con
el propdsito de ver si eran especificos. Las cantidedes egqui

valentes de los suercs hiperinmunes, fueran determinsdss por
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-

2l mdétondo de proporclones dptimas, usando cantidades constan-

tes de snticuerpo (1, 8, 12).

Del experimento anterior se vib gue los suercs hiper-
inmunes preparedos contre las diferentes frecciones protéices
humsnas resultabsn no ser sbsolutsmente especificcs frente a
sus respectives freccicnes, sdembs ss vid que la neutraliza--
cidn de las susros hiperinmunes con slbisins humans no sfecta
be sl titulo de la slgutinecién de los sritrocitos de pruebas
sensibllizados con anticusrpos (Ig) snti-Rh (D). Sin embargn
la nautralizscién de los sueros hiperinmunss con lss difersn-
tes fracciones globulinices 3‘ , wk y A en e nrdn-n, LT}
dificabsn la capscidad para aglutiner los eritrocitcs de prug

bs. Qus gsmostrd lo postuledo por Coombs y cols. (3).

Posteriormente, en 1948, mediante ls aplicecifin del -
método de ls sntiglobulins humsns sa pudo demostrar que ls hs
moglobinuria parcxistice sl frfc, ers debida a un suto-anti--
cuerpu (IoG), denominado snticuerpo de Donsth-Landatsiner, {§

9.
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CAPITULD II

PRUEBA DE CTOOMBS.

Ls prueba de la antiglobulina humana puede sfectusr-
se en sus dos formas conocidas, 1ls prueba directs de Coombs -

(POC) y 1a pruebe indirecta de Coombs (PIC).

En priser lugar debemos tener en cuenta que ls mayo-
ria ce los anticuerpcs humanos denomsinados incompletoe unive-
lentes o blogueantes, son ce naturalezs globulinice de ls cla
se (Ig6). Si recordamos Qque la entragds de una proteina extra-
fia (entigenc), » un individuo inmunocompetente provocs la pro
duccién de un enticuerpo especifico contra ese antigeno, el -
snticuerps producido radicerd on le fraccidn globulinics del

suegrz 2 plaema, dep mods que cuande gl antigens y el enticuer-

po ss mezclan en propnrciones sdecuadss se procucira una reac

- 17 =
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ci8n. Esta puede ser una hemaglutinacién, sl el antigeno es-
un factor sunguineo exiatgnte en 1sa suyperficie de los eritro-
ctitos y el anticuerpo es capdz de r=arcionar = &1. Sin ember-
go, muchos anticuerpos no producen hemaglutinacién en medio -
salino, aun en presencia de sus entigenos;eritrocitos espec{
ficos. En segundo lugar, si ahegimos un enticuerpo antigloby-
linicoe lgs eritrocitos humsnos senalbilizados (revestidos)
gE) producirdé 1ls sglutinascidn de dichos eri
trocitos. En otres palsbras, el suero santiglobul{nico humang
cuerpo globulinice humanc gue ss halla recubriendo la superfi

cie de los eritrocitos ye descritos.

Prueba directe de Coombs (PDC). Sirve para detecter-
anticuerpos (IgG) adasorbidos "in vivo" a los eritrocitos gque
tienen en su superficie los antigenos sspecificas Correspan-.

dientes. Por lo general, uns pruebs positiva muestra una hems

O

giwtianzsllin &g ias suspenaibn 20ecusgemante preparade de lcs
eritrocitos sensibilizados, después de afadir el suerc snti--

globulinicc humans.

Algunas de las splicaciaones de é#sta prueba scn: E1 -
giagndstico de enfermedades hemoliticas del rectién nacido;, -
CJUandc s& uss pars probar lg sensibilizaclén 2e Ios eritroci-
tos del recien racigo, zon anticuerpos Elmbcradc. £or !a mae-

dre y Tu? £333% 31 Ti u Juianie lu Leate..8n 6 al momenta fel




parta (5).

.43, 1z PRC, 22 f4¢il en e) sstudio de las anemiess -
hemoliticas sdguiridss, en lss gque un aNTiCuETrpPo Producidu pui
el paciente recubre sus propios eritrocitos; 1a etiologia en
estos casos, es por un sutoc-anticuerpo que suele ser del tipo
Ig6. Otras de lss aplicaciones de sste prusba ss la investigs
cién de lass rescciones postransfusionsles, en donde el paclen
te, por causss de una isninmunizecibn previs el ser transfun-
didg con unhw sengre para la cusl tisne ispanticusrpos, provo-
ce ls hamblisis de ls ssngre dal donsdor 0 de su proeplie ssn--
gre. Estas resccicnes se pueden evitar en gran parte sl se -

realizen las prusbas cruzadass.

- 13 -




REPRESENTACION ESQUEMATICA OE LA PDC.

B A

o Eritrocitos humancs Antiglcbulina trumana
sensibilizecos “1n- (Suerg =----- Hemaglutinzcifn
vivo® por anticyer- : sa Canmkha).

- pocs incompletcs hu-
sanos.

|
|
| PRUEBA Df C0OMHS DIRELTA.
’ - 139 -



Pruebs Indirecta de Coomds (PIC). Es una pruebs en-
dos feses, usade pars detectar la presencis de enticuerpos in
completoa o univalentes (IgB8), circulantes en el suern de per
sonas sensibilizadas a uno o mas antigenos sanguiness. En 1l»
primera fmse de ests prueba, se permite que los antigenns se
adsorban "in vitro®" 2 los eritrocitos que contengen en la 3

rarficie el sntigeno correspandienta, er condiciones adecus
dse de incubacién.

La segundas fese de esta prueba cansiste en shadir el
suero sntiglobulinico humsno a los eritrocitos sensibilizadas

®in vitro®, lo Gue producird uns hamaglutinscién.

Las aplicaciones principales de la PIC, son: el estuy-

dio de la isolomunizacién producids durente el enbarazo, cusn

19

S lé wsdi® y @i Teiu tienen difersnte Rh o grupo sanguineo.

Tamsbién se usa amplia y Tutinsrismente como un procas-
dimiento sensible cuando se efectian laa pruebass cruzsdaas, pa
Ta descubrir ciertes incompatibilidades, que otrass técnicas -
na revelan, Asi, come pare detectar antigenos diébiles o verian
tee cdel sistema Rh., ls PIC., se usa tasmbién en la tipifice--

e

cibn Us diveraus grupos sanguineos con ciertos sueros niperin
munas (anti-Duffy, anti-Kidd, antli-Kell, anti-Lutheran, anti-
Lewis, anti-Diego), los cuales requieren la sccién de la anti

glabulina humene para producir una hemaglutinacién.

Existen modificaciones de la PIC., gque, en slgunos cs
s0s, tiensn uns® sensibilided aumentsde gracias gl uso de eri-
trocitos tratsdas con @rzimes como la tripsine, pspaine, fici

ns, y oromelina, racillta is hemaglutinacion de lom eritro-i-

tos sensibillizagos. Ng obstarte, dicha wodificacibm, nog -.z-
de usarse para la deteccion ce ciertos fastores ~2-giincag --
con los sueros hiperinmunes, como el aniie3, arti-M anti-N,-
¥y@8 Sue scn CestrulizZos o guedan 3. se-sLin o ee o la acridn te

dicras e-z:i—as.




REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA PIC.

1a, Faase:

Anticuerpos incam- Eritrocitos humanos con
pletoa presentes en + el antigeno hemdiago.
el sueroc de paclen-

tas.

+

Eritrocitcs humanos sensibilizados "in vitro®,

Por el snticuerpa incompietc del suers dal -] ]
Clente.

Za. Fose:

=2
Eritrocitos hymangs sensibl Suero Anti-
11zados "in vitro™ por el slobulinag

- --- demagluting

snticuerpc incompleto del1 * Humana. cifdn.

suery del psciente.

- T&n -




PRUEBA DE CONSUMO DE LA ANTIGLOBULINA HUMANA

La accién de la globulina humana, sin combinar neutrs
lize & 1a antiglobulline humana e impide la actividad agluti--
nsnte sobre eritrocitos humanos sensibilizedos "tn wvitro® por
el anticuerpc (IgG), anti/Rh (D).Por tantc la variente dencai
nada prueba de consumo de la antiglobulina humans ha sigo em-
pleada para demostrar ctros tipos de padecimientos no hewmolf -
ticos, por ejemplc, la piGrpurs trmbocitopenice idiopétice - -
(PTI), agsmsma globulinemiss ® hipoglobulinemias. E)] principin
de la pruebs para el ceso de la PTI., consiste en sgregar pla
quaiss lavaces con soluclbn salins isoténica de un paciente, -~
® un suerc hiperinmune sntiglobulinico humana, el cual luego
se titula con eritrocitos humsnos sensibilizsdos "in vitro® -
por el anticuerpo IgG anti-Rh (D). Si gbservamcs uyna hgmg--
glutinacidn podemos decir, que el t{tuloc de anticusrpos anti-
plaquetarics (adaorbidos en plequetss) es bajc, sn el caso -
de Que no se observs hemaglutinacifn, indicars; que ls anti--
glottuline afsdids fué consumida por los anticuerpos antipls--
Quetsrios sdasorbidos y su titulc estard elevadc. La pruebs -
debe ser culdsocsamente controclads emplesndc para e#llo, pla--
guetas normeales, gue se trastardr exactamente del mismo modo -

que las plaguetas del enfermo (3, 7).

Otra apiicacidn Ze ia prueba, es en is investigacihn
de los marcadores geneticos ge los znticuerpos (alotipos Gm, -

Aa 2 Inv.), los cue se estudian en “srma rutinaria para los -

- 15 -




tracplantes de Odrgenss. En la actualidad, ls prueba de consu

mo de antiglobulina humesne psre este cassp particular he

i
bae
(£ 9
[+

sustituldo por ls prueba de hemeglutinecifn pesive, gque es -~

wés fécl) de manejer, (7).

- 15 -




A

ANEMIAS HEMUOLITICAS AUTCINMUNES,

El reconocimientoc de Que ciertas alteraciones de la »

sangre eran debldas a un mecanismo de autoinmunidad derivade de

obaservaciones efectuacdas a principios de este siglo. En 1904
Donath y Landsteiner suglirigeron qus la hemoglobinuria paroxi:
tice el frio ers ocaclonada por un anticuerpo, une hemalisina
Que adsorbida #n lus hematiss humanous, a bsjas temperaturass -
provocabs su lisis por scclién del complemento una ver Que sa
calentabe de 30 s 37 QC, uwigel y Cols.,publicercn en Francias
sus primsress obsarvsciones y sugarian que la ictericia hamo-
1ftice sdguiride podfa ser deblids a ls formacidn de ndtnhtnz
glutinines. Mas tarce Chaufar y Vincent i{nsistieron sobre el
papel de les hemgclisines comc responasbles de lea snemis hemo
1ftice sgude, mmocisds con la hamoglobindris. Sin embsrgo la
importancia ds sstas obaservaciones ngc fueron claramente de--
sosatredas hasts 1946 con e aplizecidn de la pruets de ls an
tiglobulins humanms, con lo que fué posible confirmsr que los
cusdros clinicas santes menclionados eran debidos a la presen-
cie de sutoanticuerpos. acdemas se sake actuslmente gQue la a-
nemia hemolitice adquiride, ls pidrpure trombocitopénica igdio
pitice y ciertes granulocitapenias, tooas ellas e etiologia
desctonpcida, asi como las discracias c2-guineas debldas a
medicamentos, sarn resultadc de un mecanismo inmune. La ides
ds que la PTI pueda terer uyna patogenicigad similar y ser -

daebide a sutpoanticuerpos entiplaguetarios es mas reciente,




<08 PrOCeSCS 2ul..unrunEs LLe 3fertan 4 los eritroci--
tos son:

T.- Las anemiig mevt-"‘ticasg autoinmunes gque -yeden -

SBP Drimarias - ocm o 2g.oitvas 3 1nfacstiemes yirales y linfomasa

2.- Hemoglobinuria perax{stica al fric.

3.~ Anemias hemaoliticas autuinmunes, drhides a medica

mentos,

1.- Anemias hemoliticas autoinmues:

8).- Anemiss hemoliticas autolnmunes tipo anti---
Cuerpo en callente. Se ssbe que sén autoanticuerpoa con espe-
cificided definida; cesi todos ellos estén dirigidos contra -
antigencs Rh, espec{ficamente e} anti-E, que se pone de mani-
fiestoc mediants pruebas inmunoquimicss como ls slucifn gel au
tosnticuerpo de eritrocitos de individuos sintomdticos, se hs
visto que reeccionen de forma cruzadas con las globulinass nor-

®ales y tienen un coeficlente oe sedimentsecifén de 7 S.

Los anticuerpos gue sgiutinan en frig » loes oritroei-

tos humanos, indepenciontemente de sy grupo sanguineo, han si

do denominados -~z espgeciflcas .irn embargo, se ha cemostrs

do gque estos sutoanticuerpos tienen una especificidad anti-I,

para los antigenos i cresenmtes enm laos eritrocitos de casi to-

gos los humanos acdulias, a2 exepcign ce lgs i-adultos y de 1lps

recier nacizas.

Y5}

57 uTiveErz2ies , se les ta denominade 83luti

]
§¢]
]




ninas fisi_ 1271 23, z_,2 2 ... es Fijar .nliga

L5377 o 3v.  Lcllsiczas-
del complementa, zzo .. 3. 5.~ gotenmcial-wer~te Litioug.
ba S22., s« .o .l3c@nie 32517 2 TgCiacte el uss de -

Suercs hiperinmunes, Ze espe.:ficicdad amti-pa P -globulina y

de amglic gspectirs.

La PIC., es positive y no depasnde de la gravedad del
snfegrmo, como en el caso de la anemia hempolitica tipo "anti--

cuerpo caliente".

2.- Hemoglaobinurie sarcxfatite al friop.

El agente etiol3gico es el anticuerpo de Dnnath-L-nci
tainer (D-L), que es un anticusrpo bifésico (reguiere de la -
reaccian (frio - calorl); se CIreEe Que EB unz meacroglobuline 19-
S (IgM), pero gl paso por placenta sugiere Que se trata de una
inmunaoglobulina IgG. Para ponerlo de menifiesto se efscitis la
reaccion de Donath-Landsteiner (fric-caliente), estas inmung--
globulinse pugden formarse en diferentes circunstancias, se agd
mite que pueds estar asociado a enfermedades virales. La PDC.,
es tipicamente positiva con &l sueroc de Coomhs de amplig espec
trP 0 de eapecificidad a-~ti-no- , -glsbulina, en tanto gue la-
PIC., es positiva, siendio necesaria la imactivecldn del comple

mento del suero er estuzis, para evitar la hemilisis,




E Y

le haber c0s05 primarios ; .onsecutivos a infescicnes, linfomas

as! como debidos a meticamentis. figiz-amento 3barca =295 ploce-
sos autoinmunes. L3s gque afectan a las plaguetas y los gque -

afectan a los lrucaocit.os.

En ia actualidad son estudiacgos meciante la prueba de
consumo de la antiglobulina humana, usando un suero de Coombs
de amplic espectrc. L0s agentes eti:légicns para ambos casos -
supuestamente son inmunagglobulinass humanas Que reaccionan de -
forma cruzada cegn lzs globulinas normales, Para este propdstito
ge practica la prueba en sus dos formas: Directa, gue es muy
sensible, precisa, pero dificil de precticar, dada Qque se re--
Guleren grandes cantidades de sangre, e Indirecta que 28 sen-

sible y a menude positiva en la FTI. (4,B6).




CRPITULD I11

El suero antiglobulinicc humano puegde nbtenerseneciag

te la inmurizacidn de varias especies snimales ge laburaturiu,

o cusndo se inmunizan con la fraccidn globylinica numana. Los ani
males més usados con el conejo y la cahra. In nyestro caso Fre
- tendemos obtener dicho suero hiperinmune, siguiendo 1a técnica
descrita criginalmente per Cogmbs y cols. (1, 2. 3y,
£l esquema propuesto para la obtencign del suero hi«-
Perinmune antigicbulinico humana es e} siguiente;:
-
A).- Cbtencidn de 1nas antigenoss; e~ ecte casn de la -
.

fraccifn glosuifnica hurana a Partir de zuatro suerss humancs

ge individuos de tip4 sanguings J 8k B03itivz, singue ruede

Usarse zualzuier *igsa gp Suerz =i~ & el gruno sanguineg

c.




Rh. Nosotros usaremc. ) suers de individuos del grupo 0 -
Y

Rh positivo noraue es ©4 18 ~hrgner ¢s2: ol alto ingice en -
nuestra noblazidn, Twita la grodeccif-~ ge aglut:iminas inespeci
ficas anti-~A y art.-" | aor z3msiguie~*e “~_.l1*3 la purifica--
cidn de los sueros ":iser:irmures a sotene (", 2, 3, 8).

Para 13 obte~cibn e los antfgenas se _saran 2 métodos -
diferentes: precipitacid sor sales emp.eandc el método de Proom

y la precipitacion por el método del etangl frio o método de

Cohn,

B).- €valuacidon de las fraccicnes globulinicas humanas
usadas como inmundgenos: se hard la técnica de Eleztroforesis -
pars ver si quedaron litres de otras fracriones protefnicas -

presentes en el suero humano. por ejemplo:la albumina.

£).- valoracifn ce la centidad de proteinas de las frac-
ciones globulinicas; la determinaci®n se haera por el método de -
Lowry, en caso de ser necesaric se siustaran las concentraciones

de nuestros antigenos a una cantidad adecuada de proteinas onara

ser usadas en la inmunizacion de ccnejos.

D)e- Inmunizacion ge cane jos, se emplearan dos esque-
mas de inmunizacidn diferentes, as{ co-z un lote de tres cone-

Gs raza hibriza Nueva Zelands-California; para cada inmunige
L d —

no  obtenido.




.

£).- Obtencidn y purificazidn e 103 sueros hiperinmu

nes antiglan, i~

e

[

ira~ [
Py

rética de dichos suerss hiperinmunes, asi carc 1a inactivacidn

¥ 8bsorcidn de aglutininas inespecificas al emc.ear eritroci-=~

tos humanpos A, B y 4J.

F).- Comprobacidn de la efectividad de las antiglobu-

linas humanas abtenidas:

S5e verificard 1la ceapacided ce estos sueros hipea

inmunes por su cepacidad de aglutinar eritrocitog humanos Rh

(D) positivos, previamgnte sensibilizades "in vitrog" con el an

ticuerpo IgM anti-Rh (D) diluido 1:16 en solucifn salins tsoth

nica. Tembién se efectuaran Pruebas de potencis y determina--

cién del titulo de anticuerpcs especificos de dichos sueros hi

perinmunes.

G).- Aplicecién de 1la PTusba de Coomba en sus dos for

®as conocidas. S5e usarén los sueros hiperinmunes obtenidos, en

Pruebas de rytina en el Banco de Sangre.

H).- Recopilacifn y anbdlisis de detos obtenidos.




CAP I TULD Iv

MATERIALY METODDS:

1.~ Suero fresco de cuatro individuos tipo sanguineon-

0 Rh paositivo,

p
Se prefiers el suaro de este tipo de donsdores par va
Tiss razones:
€s un suera facil ge consegulr debids al alto {naice-
- de individuos ccon este tipo sanguireoc en nyestra :cblaciéﬂ.evl
ta la produccion de eglutininas inespec{ficas ant:i-= y anti-8,
-

pues no hay sustancies solubles R o 8, como sucecde en el suero

de personas secretoras gue tienen sTupo sanguinec A, B o A8, -

En cuarto ai fac4or 5%, p.ede so7r cp Phziligacs 2?n o-psitives a3

Rh regatives ,u que n3 se =.%er3a- . cieZazes 72 muestrss

antigeras 2 2* tsaer, a-

1
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n
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mencionados a contin:azis-

Las =gt~"2" 2 r.dfse.2" , Ou..¥..acifn empleados, -
son dei tipo denaorira.os camg irescecificos. Pues para éste --

propésitc se usan score Y2dc algonac

[
™
b
[+ 1}

5 oropledades fisico-

gquimicas de losg ant.c.erpcs, €0 tar*:s

i)

ea

Lt |
w

e los mégtodaos es-

pecificss se rejuiere forzssamente ce reacciones antigero-anti

CUBTED

METODDS:

Precipitacicn de globulinas humanas com alumbre

potésico. (Metodo de Proaom).

Precipitacior de globulinms humanass con etanol

frio (Método de Cohn).

En 1o sucesivo nos referiremos como sntigeno I a la -
freccidn globullniczs obtenida por el método de Proom y como an

tigeno Il a la fraz-i3n globulinica humana cotenida por el mé-

tode de Cahn,
Obtencionr del antigens I:

€ prsteinas en soluczifn gue se pro-

duce al afadi- zalsi, sg sasza o~

i1
»

- ¢ .-s ilormes -




salinos apgregacgss, v HOI 2375igeiente la deshidratacidn de lan

moléculas protefnicas (8, 12, 13

TECNTIGCAa:

T.- Diluir 25 ml. de suerg bumana zon 60 ml. de agua

destilada.

2.- Rgreger poco a poco 50 ml. de una solucién al 10%

de alumbre potdsico en 8gus destllade, con agitacién constante

A

Al rom
iy

SC, 5. A 30 .z P.m, .
z “’3 PELR '!Zu M.= 948.7

3.- Ajustar el pM a 6.5 con NaDH S N. (20%X)Y centrifu

g2r a 3000 r.p.m. dursnte 30 min,

L.- Lavar p} sedimento dos veces con 200 wml. de una -

solucifn saline isotonice, gue contenge mertiolsto 1:10,000.

5.« Susperder el Precipitsdoc lavado, en soluclébn sali
ne isotdnica Qque tenga merticlatg (1:10,000), psra un vDlumen

final de 100 ml.

Obtencidn del antigens 17-

£l metodo sp hasa o~ s=inucidon de la solubtilicad

e las proteirss er g3lu-icn 3. agregar un solvente miscible en

- 265 -




agud, YUE Jiuav . 1odi LTI g L1 “on,pant. u_wolectrica
y POr consiguicn® ~:-mpnt. os lasz Fuerrizs e atraccidn

entre las mclieculas .. .cedas de praoteina<. -1 tratajar en can
diciones; czcmi .., ‘-~ pratuyras, cantoot 1t oW, fyerza ia-

nica, prevee la desnpturalizacidn de 1as praoteinas. En ocacin
nes agregan iones ~.taliccs pare separsciocnes mlds especificas,
pocr ejemplo: el ploma, obterido subfracciones de glaobulinas --
usadas en pruebas inmuncgulimicas. (8, 11, 13).

TECNTICA A:

Todo el proceso se lleva a cabo en cuarto frio a - -
sproximadamente 50C., todos los recipientes y reactivos deben
enfriarse a esta temperatura antes cde camenzar la precipitacién
El etanol se agrega gota a gota mediante el embudo de separa--
cidn lleva adaptadeo en el tubo de salida una pipeta capilar pa
ra que el tamadoc de la gota sea peguefo, cuya velocidad debe -
regularse de manera gue nd se forme espuma. Ls cantidad de eta

nol que debe de agregarse en cada paso se calculm mediante la

siguiente firmula:

. H
. . Ez Up
50
€, - c,
’
DONGDE
V53= Y3lumer ge eta~gd 21 5C% zue Z2be ser aqregado a

1a solucis~ - ct-faag,




? Sl e —t .1t 'n ode prat- inasg aiu-tado a
sh
un pH dadg.

C1= Cencentracidn ge etano) (50%).

Dza Concentracidn final ze etanol deseada.

PROCEDIMIENT g

= 0iluir un volumen de sueroc caon tres volimenes de -

8gus destilada.

Deperdiendo del pH cue tenge e=ts s0lucidn, utilizer -

uns solucidn 0.05 M. de acido scetico o de una solucién D.0OSN,

de fosfato disddico pare llevarla a un pK de 7.5 - 7.7.

- Colocar 1s solucidn en bafic de hielo picade Yy asl -

gruesa, haste que alcence la tempersturs de D-1 o,

- Con sgitacién constante agregar etanol frip al 50%,
gota a gots hesta tener yna concentracifén final de 20%. Duran-

te este pasa y el perfcdo de precipitaciin, 1a temperatyra de-

Be mantenerse de 0 - 1 QeCc. Generalmente la temperatura del na

flo de hielo picaco y sal gTuesa es de 3 a 53T, mas baja. Si se

Dbserva gue al ir ggregands el gtanal 1ia temperatura de 1la rez

cla aurmenta -2s5 ge -~ FTEIC Temtigrads, se deye agregar el al-




cohcl m3s jentamerte. Para .alcular el volumen de etanal gue -
debe agregarse a la solucidn de proteinas, se aplica la si- =~

guiente ecuacidn:

Vog- 273 Yo .

~l1
~J

DOnNDE:

USU’ Volumen de etanal al 30} 3ue debe ser agregado

VpH 7.7 = Volumen de l!a sclucifn de proteinas a
pH de 7.7.
4.~ Dejar ia rmezcla de etanpl - protelnas durante to-

da ls noche 3 tempermstura de QOUC.

5.- Pesar los tubos de centrifuga de 50 ml., anotar -
el peso, colocarlos en un bafo de hiele picado vy sal para que
se enfrlen a 0OOC., pasar la mezcla a estos, colocar los tubaos
en las camisas gara frascos de 250 ml., rodeardalscs can hieln

pirado y sal gruesa.

6.~ Centrifugar a 79C., durante 30 =minutos a 30300 r.-

Pe™., p2ra reunir el precipitads.

Te- Dese-tar el rrri-azant Imzar los




ma invertida sobre ur trSzo Jz vapel 2bggr;honte hasta zue escu

rran perfectamente Sien, 1o cZual se hace en cuarcty frio.

El precipitado se des:gra como # 1, co-~tiene la t 2~
globulina gque puede separarse de ia ,9 y de ia P t-globuli-

na mecdiente dos preclpitaciores mias.

En nuestrs caso, con el fin de obtener la mayor canti
dad de globulinas séricas sdlo se hace una precipitacidon y no
las tres gue indica el meétodo sriginal, donde se obtlene ia --

fraccién ' -globulinica pura el final.
EVALUACION ELECTROFORETICA DE LOS ANTIGENDS

E.- La electroforesis es un métods que permite la iden
tificacidn de proteinas en solucidn, aportardo un criterio im

portante de homogeneidad o heterogeneidad.

£l método se bass en la separacidn de proteinas de un
suero por medio de un cempo eléctrice, el proceso depende de -
la carga nets de la molecula ce proteinas y en menor grago Je
su tamaflo, la velocidad de migracidn hacia el cétodo o &ncdo -
Oependerd del pH y fuerza idnice del amgrtiguador, as! coma del
soporte empleadpn. Este Gltime puede bajo ciertas circunstancias
modificar la movilicdag electrofsrética de aigunss proteinas, -

ccmo la glodulina Igh, Haptoglzisulina ct1fetoproteina. por ~

- 30 -




inducir el efecto ge electrocertdsmasis, ejempla de ella, sonel

Bgar y cl acetato de celulasa (8, 2. 17, *&;

tn nuestro caso, eps necesaric obtemgr un patron elec-
troforetico gue muestre exclusivamente la Frazcifin cnrrespon-
diente a las glcbulinas ~umanas. Fara esto se hace la electro-

foresis de los antigenos 1 y antigeno I. as! camo de un suero

humano total cue sirve coma

-
"R EE

TGie
La electroforesis de los antigenos y la del suero hu-
a#sno total se hace sobre un saporte de eger, con asgriiguador

Barbital pH de 8.2 y fuerza idnica de 0.05.

TECNICA:

La técnice empleads &n esta pruste es la sisme que se
us® en el primer paso de le Inmunoelectroforesis, en donde pri

f S

merc 3§ NScé i fraccionsamiento del suero por electroforesia y
despu2s la doble difusion radial en el mismo soporte, por lo -
Que se describird mas adelante en faorma cdetallads er la evalua

cidn de los suergs hiperinmynes antiglsbulinicos humangs, fren

te & sus respectivcs antigenos.
EVALUATION DF LOS ANTIGENDS.

«EBlBITLN3IL3" ZP

&3 totzles ce lps antfgeros -




L

Por el método de Lowry.

F1 métacgs se ba:a en la reducc:fn =e. reactivo Zel fe

nol de folin Ciocalteay de color amarill~ oro, =2°mpuesto nar -
sales de litic, del ac:do fasfstngstico-molibdica a un color
intenso, debido e la accicn oridente del grupo ferol contenido
en el amingdcido tirosina en condicicnes de alcalinidsd. Como
todas las protefnas contiener tirosina en canticad variasble,
esta determinacion, se limita a le cuantificecidn de prote{nas
solubles gue tengan uns porciﬁn hamugénea en ei contenido de -

,
dicha a=mingsgids. 18, 9, 13

Cusndo se pona el ién Cu'’ disuelto en tertreto, debil
mente alcalinc, e une solucidén alcelinas de prote{nas, previc el
tretsmiento con el reactivo ce fenol d¢ilufdo, se formea un com-
Plejo tipo Biuret, que junto con las cadenas srombticas de les
proteinas reducen el reactivo intensificando el color szul e -
incrementando con ello la sensibilided del método de 10 a 10D
veces, pudiefdose determinar cantidedes de proteinas del orden

de 30 a 100”91‘. con precisién de 1 10 % (8, 16).

1.- Hascer una curva de calibraciin a partir de una s
lucidn patran gue contenga 700 Agr./ ml, Ze albdmina purifica-

da us®ndo un amartiguador de Tois paras hazer las ciiucicnes, -

1

Que Se pBrepsarct -5 5% in3ica <3 3iguientie tabla:

m




Tubao

tubo # 2,

bo ¥ 3, y

Rmortiguadar(ml). Albimina
" 1
1 -
1 -
1 -
Jel tubo # 1 se toma * mi. de la

se mezcla perfectamente,

asi sutesivamente.

2'.- fesccibGn de color:

Tomar 0.4 ml. de las dilucliaones

tomar 1

Eanc.(hgr/ml).

358

mezcla y se pase al

ml. y pasarlo al ty

crn amortiguador de -

ge 1s socluclfn pa- -

tron, 0.4 ml. de las diluciones de los prcblemas y D.&4 ge amgrl

tiguador Tris pera elaborar el blanco de reactivos, colocar es

tas cantidades en varios tubos, unp para cada dilucidn y pro--

blema.

trabajo,

caltesu &

b.-

3.- Agregar a2 cada tubg 2 ml. de la solucidn L. de -

dejar en reposa 10 min.

Poner entprces J.2 ml.

cada tubz,

- 33 -

e reactivo de Folin-Cio-

agitarlcs vigorosamente y dejsr en reposo



durante 45 min., temperatura ambiente.

5.- Leer los tubos de la dilucién del patrdn contre-
blanco de reactivos 3 una leasgitud de onda de 750 nm. Trezar -
1a curve patrdn, peoniendoc en las ordenadas los datos de la den
sidad Bptice y en las abscises la concentrancidn de proteinas

expresadas en ”gr/ml.

6.~ Interpolar les lecturas de los problemas.

REACTI VOS:

-

Solucidén A: Ne_,CO, sl 20% en NBOH 0.1 N.

Soluclén B: CuSD“ . SHZU sl 0.5% en tartratoc de sodio

y potesic 0.1 %.

n C. Sé prepars can S0 =1, de lz solucifin 0 o

- _ .
LU

1 wml. de ls sglucian B.

Reactivo de fTerol de folin-Ciccalteasu:

Se uemn reactivna narado nuimicn de gran pureza. En un
MBLTAZ O OUS LlilIUS ©UE LapoLidod, puics. ‘oo yie 235 %I, 20
ZHZD. 25 gr. de NaMo, . ZHZG y 700 m1l. oe agua cestilada. Ada-
dir S0 ml. de HBPD“ al 85% y 105 mi., de HC1l caoncentradc, mante
ner a refluia suave curante 12 hora2s, Jescués agregar 150 gr.

de Lizsa, y 52 rl. 2g 25.2 Ze.t:i.: vz zzmz _mas cuantas go-
-




tes de Br. liguido. Se hierve sin sondensadnr furante 15 min_ .

para

€iliinar el exceso 2e bromo liguidg. Dejar enfriar y afo-

Tar a 1 litro con agua destilada, filtrar y guardar el reacti-

vo en frasco ambar con tapin ge ccrcma o gama (18).




Se e-nnlea~ - lites de tres z:g _,, rzza hibrida -

Nueva Zelunda-la. . .. . . _eq _ara cacs o t"izm0 , se inmuni--

zan de ls siguient- f_:-va:

Antigens I {fraccidn globulinica humana, gbtenida per

el métosn pe Proconm).

Se inyectan por via intrazuscu

-

S mi. de} Ll

¥
at
L
A
(L)
k4
s
-

tigeno en ceada cojinete plantar traserc de las conejocs. A las
cos aemanss de la inoculacidn hecer una sangria de prusbas, -

user pars elloc la vena marginal ds los cone jos.

Mezclar los sueros de lgas trgs conejcs, y daterminar

de forma clers el titulo de anticuerpos, por la t@cnica gque se

describird méis adelante.

Volver a inmunizer a los Conejos doe veces mas; usen
do la wismev{a dge inoculacidn, la misma dosis y el mismg inter

valo de tiempo. efectuannn ias respectivas sangrias de pPrueba,

Ceda vez que se administre el antfgenn.
[

Esto se hace para seguir la respuests inmune de los

tonejos y detereinar, en que per{ods de tiemps se alcanza la

Produccidn mawxima Ze articLcco-s ar*

1gic

“ 18 .
c =
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Dia

L

65

65

75

75

e
1]

Im

IM

5C

Iv

Iv

1v

Dosis ’gr/nl.)
206
230
200
50c

500

500

I® =« Intremuscular.

S5C = Subcutanee.

IV = Intravenosa.

Lss inoculaciones, por via IM,

Yol. Tora,
(ml."

o
&
[}
ta
P
m
-
cL
o

]

he!
n
*y
o
-
u
I14
m

]

Indicaciaonres

Pierna izq.
Pierna Der.
Dorsoc o abdomen
vena marginasl.
Ira. sangrias.
Vena marginal.
2de. sangria.

Vena marginsl.

se hacen afiadiendop 14

ml. del sdyuvante completo de Freund, para obtener un volumen

total de dos ml.

NOTA: Los esquemas de inmunizacign usados en nuestro

trabajo son reasultazo de la ordztica y 5 emplean de forma ru

tinaria,

en trabajoc

e

investigacibr en el

- -
(R




Evaluecién de los Sueros hiperinmunes antiglobulinis=

cos humanos,.

En 1o sucesivo denominaremos como S-1 al suero hiper
inmune obtenido par inmunizacién, can el antigeno I (fraccién
globulinicae, cbtenida por gl método de Prsom)}, y cemo S-1Kfrac

cién globulinica obtenida por el métcdo de Cohn).

Ls inmuynoselectroforesis s un m@todo que parmite de-
terminsr ls especificicoed y pureza de un suero hiperinmune, el
cusl se hHase en la combinacisn de una ele-traforesis con una -

doble difusién radial en el mismo soporte (8,12, 18}).

Efectyar 1a inmunoelectroforesis de 5-1 y 511, fren
te a sus respectivos antfgemos. Usar dos suerlos humanocs tots-

les como controles.

TECNTICA:

4.- En un matréz ge 107 ml. de capacidad pesar D.6g%
de sgar, y asgregar 40 ml. de amcrtiguador aietil-barbiturato--

acetato pH 8 y fuerza idnicas de 0.05.

Colocar tres ~l. en portachjetos limpios y desengra-
sadcs, sobre una superficie olara, Fata desengrasar lJs porta-
objetos se deben poner en un3 scluzifin alzoncl-acetcnas, toda -

le noche y al =iz siguiente lavarlos con agua 2@ la llave, y -

- 38 -
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después can agua destilada.

@} Dejar solidificar el agar de los portaobjetos, fa

cilitédndase esto caon 1a refrigeracidn, durante 15 a 20 min.

b) Quitar el portaobietos de la refrigeracidén. Con -

un horarador hacer los cortes circulares y corte de lcs cana--

les.,

t) Quiter el gel de los cortes circulares, con ung -

agujs hipodérmice, sin eliminar el gel de las canales.

d) Colocar el amartiguador en la chmara de electrofs

resis al nivel sdecuado, usar las marcas de la chmars como re-

ferencis.

e) Dejar la cémare durante 10 min. a 2 mA. usando co

B0 puente, papel filtro.

f) Colocer con microjeringas tres xl. de los antige-
nos y de los sueras humanos en diferentes pozpos.

9) Colocar les laminiliaes en 1la camara, el contacto
con el amortiguador se establece mediante das pedazaos de papel
filtro dabladas en angulo recta y colocadds a ambos ladas de -
tal forma gue guede aproximadamente 1 cm. de

la tira sobre el

gel y 0.5 ¢m. dentro del amirtiguador, ng deben gQuedar bBurbu--

- 39 .
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jas de aire entre el papel filtro y la superficie del gel, pues

esto afecta el paso de corriente.

h) Tapar ls camara de eleztroforesis y cenectar la fuen

te de poder ajustando la intenmsidad de corriente a 30V, LSmA.

i) Después de una hora sacar las laminillas de la cé
mara, can mutho cuidado para no tocar los bordes, ponerlas en
la mesa de trabajo y con ayuda de un pelillo quitar el agar de

loas cansasles.

J) Llenar los canales con los sueros hiperinmunes --
|

S5-1 y S-11, de forma gue Queden frente a sus respectivos anti-~
|
\

genos y sueros humanos totales, usar 75 ’1. de estos sueros hi

.
i
t
h,
s
} perinmunes para cada antigenu y suero humano total. Emplear pa
t ra ello dos jeringas de insulina, una para cada suerc antiglo-

bulinico humano.

k) Dejar las laminillas en una camara himeda, duran-

l te 18 horas paras gue se lleve a cabo la inmunoprecipitacién.

REACTIUVLDS:

Amortiguador de barbiturato sidico 88.26 grs,
Acetatoc sddice 56.20 grs.
Solucian de timerosal al 7% 3.3 mi.
hgua 2estiinda 3,222.2 ml.




Mgzcler 800 ml. de la wuolucidén barbitsl-scetato, con

960 ml. de sgus destilads y ajustar el pH a 8.2 con HC1 0.1 N.

Solucién de Trabajo:

Solucifn de barbiturato-acetato dilufds 1:2 con sgua

deatilada, pH de 8.2 y fuerza idnica 0.05.



Purifigcmcidn de los diversos sueros hiper_

inmunes,

La purificacidn especifica conocida como absorcién
de Lendestainer, designada como especifica por intervenir en -
forma directa, una reacclén antigenn-anticuerpu. se uss parsa
eliminar cualquier tipo de aglutininas inespecifices, que pue
dan estar presentes en algunpos Sueros hiperinmunes antihuma--

nos, como son el suero antiglobullnico humano. (1,2,8,15).

TECNKNICA:

1) Incubar los suercs hiperinmunes a 5&9C. durante-

30 wmin. Con lo que se inmctiva el complementa presente sn as-

tos sueros.

2) Lavar por separado eritrocitocs humanos de grupo
sanguinec A, B8 y 0, con solucibn salina isotbnice (asi), por-
1o mencs tres veces. Ussr 1 volumen de eritrocitos per cada -
*g yol." de solucidn saline iscotdnica en csds lavsdo, centri-

fugando a 3500 r.p.m., 5 min. Tespgectivamente hezsts ls obten-

cidén de un sobrenadante claro.

3) En dos tubos poner 1 vel. de eritrocitos tipe O,
lavados y adadirles 3 vpl.de cada suero antiglobulinico huma-

no, por separado.




4) Mezclar bien e incubar a 37QC. durante 30 min.

5) Centrifugar los tubos a 3500 r.p.m., durante 10 -

min. separar el sobrernadante.

6) Con el sobrenadante cbtenido repetir los pasos 3,
L y 5 para absorber los sueros hlperinmunes en eritrocitos ti-~

po A y después en gritrocitos tipo B.

Despuike de 1as absarciones, reasllzar une prueba de -
comprobacifn, para ver si hubc 1g pliminecidn de eglutininas -
inespecificas. Pars esto se usan eritrocitos humanos al 2% de

los diferentes grupos sanguineos.

Pponer por sepsrado en tres tubos, dos gotss de anti-
globuline humsna, afiadir a cada uno gos gotas de lm suspensidén
al 2% de las eritrocitcs A4, B y 0, respectivamente, incubarlos
s 379C., durante 30 min., y centrifugar » 3500 r.p.m., B uUn -
tiempo de 3 min. Si hay hemaglutinacibn en los tubos, repetir-

los pascs 3, &, 5 y 6.

Cuando se efectie la pruebe de comprobacidn y la he-
maglutinacidn, sea negativa; en todas los tubos, las z2glutini-

nas inespecificas, habrin sido absarbldas en su totslidaa.

Ll




Prueba de patencia de los sueros hiperinmunes.

La prueba se efectla con los sueros hiperinmunes S-1
y S~1I obtenidos al inmunizar conzjos con el antigeno I (prepa
redo por el matodo de Proom) y antligeno II (Preparado por el -
mgtodo de Cohn) respegtivamente, &l emplear los dos eaguemas
de inmunizacidn ya citados. La determinacidn se hace con la --
mezcla de los sueros de los tres congjss inmunizados raspecti-
vamente con el nntiqeno I y con el antigeno 11, gue correspon-
den 8 las sangrias de prueba efectuadas a diversos intervelas
de tiempo; estas sanqrias se realizan para ver como responden
los conejos a un meyor namero de inmunlizaciones y si ésias pro
vocen uns me jor respuesta en la produccciGn de anticuerpos es-

pec{ficos anti-globulins humana (12, 19, 20, 21).

TECNTICHAS

Inactivar los sueros hiperinmunes a 56 OC, durante -

3C =»in.

Absorter las aglutininas inespeci{ficas de éstos sue-

Tos empleéndoc la técnice de Landsteiner citada anteriormente.

Lavar eritrocitos humanos tipo O Rn (D) positivo,con

solucidn salina i{sotonica, por io menos tres veces. Usar 1 va-

lumen de eritcccitos por ca2ga nueve vo.li-enes de S.5.i. en ca=-




da lavada, centrifugando a 3,500 r.,p.m., durante 5 minutos, ca

da vez, hasta la obtencidn de un sobrensdante claro.

Preparar una suspensidn de eritrocitos lavados al &%

viv, en s.s.i.

Sensibilizar a los eritrocitos con el anticuerpo IgM
anti-Rh (D), diluido previamente 1:16, en s.s.i. Para ellc mez
clar partes igueles de los eritrocitos ajustados sl 4% en s.s.

i., pare eliminer el excese de suero anti«Rh (D), sin rescclo-

NnarT.

Efectusr la PIC., usanoo diluciones serisdas de los
sueros hiperinmunes obtenidos, con los eritrocitos humanos an-

teriarmente sensibilizados, como = continuecifn se indica:

Tubo Suyergc hiperinmune s.s.i. ( aol.) dilucién
{Suerc de Coombs)
(ml).

1 .5 - 1:1

2 0.5 0.5 1:2

3 0.0 0.5 1:4

L g.0 0.5 1:8

5 g.0 0.5 1:16
b 0.0 8.5 1:32
7 8.0 0.5 1.64
8 .0 0.5 1:128
9 3.3 0.5 1:256
10 d.0 g.5 1:512




Del tubo nimero dos, gue tieme 0.5 ml. de suero de Coom
bs y 0.5 wl. de s.s.i., mezclar bien y tomar 0.5 ml., y pasar-
lo 81 tubko numero &, asi sucesivamente, hasta llegar al tubo -

nimero 10, descertar 0.5 ml. de ésta Oltima dilucidn.

Agregar a cada dilucidén de los sueros hiperinmunes anti
globulinicos humanos (suero de Coombs) 0.5 ml. de eritrocitos
sensibilizados. Centrifugar a 1,500 r.p.m., durante 15 segun--

dos, y leer las aglutinaclones en cesda tuba.

Conjuntamente,a esta prueba deben correrse dos testigos
negativos; % preparadoc con eritrocitos sensibilizacos y con s.
s.1., en lugsr de suerc de Coombs y otro con eritrocitos no --

sensibillizsdos y suero de Coombs.



CAPI FTULG Ve

RESULTADZ OS:

A).- Evaluacidn electroforética de los antigenos.

En le evaluacidn del antigens II se apreciaron & bandas
gue, de acuerdo 8 nuestros sSueros humanos totales ewmpleados co
»o controles nos hiciercn conclulr en la presencia de 4 subfrec
ciones globulinicas; d.‘. “2';“' ’ -globulines exclusive--
mente. La ausencia de una banda de nayor mavilidag hacla el -
fnodo y gque correspondia & la fraccidn albGmins, presente an -
la electroforesis de los suercs humancs totales, nos persitid
tener la certezs de que el antigenc Il astaba libre de fracclén
slbimina y por consiguiente ers adecuadd para usarse Como irsu

nbgeno, en la obtencidn gdel suerc de Coomss.

La evaluacién electrsfcrética del antigeno 1 fué poco -




satisfectoria, debido a la naturalezs de este antigeno, que re
sultd ser una splucidon muy densa con elevado contenido en sales
de sulfato de eluminio , o.tasio. Por consiguiente, los resul-
tados obtenidos, no fueran confiables. S5in embargo, pera éate

propfsito, se sugiere efectuar la diédlisis del entigeno, lo --

cual requiere repetir el procesoc, por lo menscs 3 veces (12).

) En nuestro caso particular, no se nhizo la didlisis del

antigenc 1, debidso a gue la presencis de ésta sal servia como

adyuvante de este inmundgene (7, 12).

Por otra parte: la evaluacldn del antigeno I se hizo en
forma indirecta, al usar el respectivoc suerc hiperinmune desig
nado como S-1 (suero de Coombs obtenido mediante la inmuniza--
cibn de corejos con el antigeno I), frente a un suerc total hu
meno usado como contral y un arntigenc conocido (antigenoc II) -
medisnte la técnica ds inmungelectrofocresis, dando resultados

satiafactorios.

Por e tanto, dicho antigeno resultd ser un inmunGgens

adecuado.

B).- Determinacibn de protelnas totales.

Como ya se menciond, la cusantificacion se hizo por el
método de Lowry. Para ello se elaccscth ona curva patson, .sardo
una sc..cifnr Ze 2l5l-.-a3 ":d‘”~rr*.. ds z:ztel-z2, el resul-

tagg acteni1o: -ars . 2-t




proteinas, a partir del cua! se hicieron dos diluciones, para-
ajustarlo a concentraciones de 2DU‘F gr/ml. de proteina y de -
5DU,kgr/m1. de protelna, para ser usados camo inmundgenos (ver

esquema de inmunizacidn, para el antigeno 1I).

La determinacién de protefnas totales del antfigeno I, -
na pudao llevarse a cabg, debido a que era una splucibn muy den
88 y turbia, y por consigulente, no segufa le ley de Beer; in-

volucrada en este tipo de determiraciones gupectrofotométricas

(13).

No obstente,se empled como tal gn le inmunizacién de cg

ne jos, de acuerdo ai esguems cltedo parae este antigeno.

£Y.- Evaluaci&n inmunoelectrofaretica de los sueros hi

perinmunes 5-1 y 5-II.

Se efectun la prueba frente a 2 sueros humanos totales
y frente a sus respectivas antigenos homSlogos (antigens II).
Los resultsdos mpostraraon en el primer caso una linea de efecti
va identidad, semejante & la obteniga con el antigeno homblogo

y correspond{a a 1a interaccién globuline-entiglobulina,

Por otra parte, no se sheervB en ningin caso une bBanda-

que correspondia a ls fraccidn albiumina, la cual estaba presen

te en lo0s suerpcs humanays totzlecs.




Per lg tanto, podemes decir; gque 1sa antigenss I 4 II
fueron sdecuacdamente preperados y purificados seglun pudo demos
trarse a] evaluar mediante esta técnica los respectivos sueros
hiperinmunes obtenidos, ya Que soclo mostraron tener aspecifici
dad parsa las globulinas humanas, gue fueron los inmunbgenaos am
pleados pare su obtenciédn, Tamblen podemss decir, en base 8 lo
anterlar, que los sueros hiperinmunes S5-I y 5-11 SON EN HEALI-
DAD ANTIGLOBULINAS HUMANRS, y por tonsiguiente, pueden ser us®

dos como sueros de Coombs de Bmplio espectro; y@ que tienen es

pecificidad anti- , y no- ' globulinas humana.

Pruebas de pcotencia ce los suercs hiperinmunes anti--
globulinicos humanos (Sueroc ce Coombs I y Suero de Ccombs II).

Se trabajdo con una mezcla de loe suercs hiperinmunes-
obtenidos en cade sangria de pruets ce ics coneiaos inmunizedos
con el antigeng I y antigenc II respectivamente (12). Los re-
sultsdos obtenidos se exponer a continuacidn en las tablas 4
y 2. Los velores expresados en c©r.ceS ge 1 a &, represaentan -

ls intensidad de la aglutiracifn en cada tuba.

TAGLA  Mg. .
Tuba diluc!dn gel suerz sangrie se oprue~a a  'os dias:
de LCopmbs. Th 28 L2 52
1 1:1 Lbss  sbee PO re e e
2 1:2 >4+ LR Y et xS
3 - - - & - -4 * - > +* »
“ tLa .o e + +a
5 R -



7 1:64 - + + -
8 1:128 - + + -
9 1:256 - - -

De los resultadsos antericres se observd:; gue un esti-
muloc sntigénico aplicada en el dims 14 procdujo ura elevacidn --
significative en el titulo de estos antlcuerpos espe:ificns;aﬂ
tiglobulina humana, dichs respuesta anamnésica ers de esperer-
se. La aplicacién de un estimulo antigénico a los 28 di{as men-
tuvo constente le producclén ce anticuarpos especificos yau wan
cionados, paras elloc el tiewpo trensturrido entre les Oltims do-
sis del inmunbgeno y las sangriass de prueba, fué de 14 dies. -
Sin embargo, 1@ splicacién del inmunégeno 2 los 2 dias, produ
jo un descenso en el titulo de estos snticuerpas ml hacer las -
sangrias de prueba » los 10 diass, lo cuel indicd gue la adminis
tracion del antlgena 1 era demasliado rapida, proguciends praba
blemente la neutralizacidn del enticuerpo especifico antiglobu

lina huymarna "in vivoc®" (8, 19, 20, 21).

€n base 2 lo anterior observamos gue fué inutil apli-
car méds de 2 estimulos antigéricos después Ze los cims 28 y L2
pues er este perliodo de tiemps fu€é cuando se aicanzd la mbxima
produccion de anticuerpos especificos antigliobulinae humana, --

con un titulo e 1:5286 (ver grafica 1i).




Grafice # 1

TITULD DEL SUERD DE CDOMBS EN LA PRUEBA OE POTENCIA,
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Dims.
1. Suero de Coombs obtenido pui inmunizacldm con el Agl {(Proom).

11. Suero de Toombs obtenido por inmunizacidn cnn el AgIiI{Ca%nn),

111. Suerc de Doombs reportade par Conmbs y Tals.
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9 1:256 - - + + -
N En este casc se observé una respuesta similer e la oh

tenida con el antigeno I, es decir, hubo un incremento en el -
t{tulo de anticuerpos especificos antigiobulina humana. A con-
sscuencia de la asplicacidn de los estimulos snigenicocs en los
d{es 14, 34 y L4, con el antigenc I, los perfodas de interva-
lo de tiempo trenscurrido ensre la Gltima dosis de este antigg
- no y las sangrias ce prueba fuerogn cde 20 , 10 dias respectiva-
mehte, también se observd gque la apiizaci®n Ze este inmundgena
- 8 los 4L dias no inzrementd el titulz Ze anticuerpss especifi-

cos al efectuar la sangria de pruebe 2 los 21 dias. No obstan-

te, la aplizacilin 4ep un ecti~s.z 2a-~4!

-

wl
LI

~'-- a3 lss 5% z3ias, gor




por via IV. (Ver esquema de inmynizacifn para el antigeno Il),
produjo un descenso en el titulo ce anticuerpos especificos -
del orden de uns cdilucidn al efectuar la respectiva sangria se

4 . - S - A f -
gun la piueba e 1o3 U SLG3S.

Esto Gltimo pudo deberse a una saturacian del sistema
reticulo endotelial ue los conejos inmunizados y per consi-
guiente dar el a2fecto dge neutralizacidn del anticuerpo especi-
fico entiglobulina hymsna, citad: en ia evaluacidn de poten--

cis del Suero de Coombs I.

Debido a lc antericr se mbservd que fue Inutil apli--

cer mas de 2 estimulos antigénices for via TV., después de las

-

dias 4L y 65, y2 gue en este pericdo de tiempo se alcanzt la -
maxima elaboraci&n ce anticuerpcs especificos can titulo de -

1:256 (ver grafice Noc. '), y porque podia indyciise une asmilal

dosis secundaria en los conejos, como resultado de ia sdminis-

tracién rapida por via intravenosa del inmunégeno II. As{ mis-

mo, se evito un mayor cansumo de dicho antigeno.

La cognciusion obtenica, en bSase 8 los resultados obte
nigdos en ia3as titulaciones oei sweru de Cuamis 1 y 11, BS QuéE
el antigeno preparads segdn Cchn, provocd ura resouesta inmune

de mayor magritud, independiente-ente de las caracteristicas y

elaboracidn de los dos suerss hiperinmungs, cadc gue en la ela

soracién cel suerc e Czombs fd@gzconscimas L.3rias caracteris




ticas del inmmundgenc =r.olesoc, TS O83T L@ LInzZent
protelnas y sue progieccaces olF_tic  TEYLitau.
Determinacian de los puntos de oguivalercia de los -
SuEr0s de Loombs. .8 QEtermina_:io- Je. fLrts 2- _julvalencia
de un anticuerpo frente a su respectiva 2antige~s, nes lndica -
en gue momento, la concentracifr de arbos, es eguivalente, y -
por lo tanto su interaccifn es ccmpleta. Ya ghe ne hay inter-
ferencias debida a una mayor zantidaf cg artigeno en compara-
cién con &l anticuerpe (efecto de prozena) y viceversa (efecto

de postzonm) (8, 12).

Esta determinecién se efectud pare ajustsr el titulo
de anticuerpos especificos de nuestros sueros hiperinmunes, -
cen el propbsito de obtener resultados Optimes en posteriores
pruebas de rutina.

£1 wm&tcdo emplesdo fud sisilsr & ls prus Es d& poiaEne-
cia efectusda con los sueros de LCocombhs, pero en este casoc ls -
dilucibén del suero anti-Rh (D), no fue constante. De ls dilu--
cifn 1:16 se hicieron diluciones serisdas con las cusles se
sensibilizeran eritrocitos humanocs homélogos, gue posteriormen
te se probaron con diluciognes respectives de ]J-s sueros ceg - -~

vogmos 1y II.

Las diluciones cel suero anti-Rh (D) fuergn hschas de

la siguiente forma:

]
in
wn




T.bC Niy o .0 ant ar, Qe Sale -
ewoTo 2anti-RR{7 1 1.

1 1w -

< i.3 1
3 Tieb - 1
L 128 - 1
5 1:258 1
6 1:512 1
7 1:1924 1

Del tubo No. 2 se tomd ' ml. y se pasé sl tubo Np., 3,

se mezcld bien y se repitid el prcceso hasta el tubo Ng. 7 dan

se desechg 1 m].

R las diluciones sntericres, se agregsrgn 1 al. de =

eritrocitos humanos homélogos pars sensibilizarlos, de scuerda

m la téecnics mencionada.

Sa realizd la pruets de Coombs usando lDs suercs Siper
inmunes S5-1 y S-I1 obtenidos por la reinmunizecion de los cong
jos a los 14 cias cor los sntigemos ! y Il a partir del dia en
que el titulo habla bajado, sangrdndclos por suncién cardfiaca

el decimo cdia. A! igual gque en la orueba ce potencias, se traba

Jo con la mezcla de sus SuBTOS.

En este caso tambier se usaror 2 controles negativos
psra czada gdilucidn, creparazss oo~ ecitrocitas sensibilizados-

- S5 -

- (



mbs solucidn selina isotdnica, y con eritrocitus normales y --

suero de Coombs. Ademés se valord el puntz de egquivalencia de

un suera de Coombs comercial.

Se obtuvieron los siguientes resultsdos, representados

- en laas tablas 3, &, 5 y en la gréfic a nimero 2.

TABLA Ng. 3

SUERD DE COCMBS I

Dilucién del suero de Coombs. Dilucitn del suero anti-Rh (D)

- 57

« $ ) (—»)
1:16 1:32 1:6L 1:128 1:2596 1:512 ‘1:102h
1:16 + *+ +e rae ‘e T *
- 1:32 + +e P -+ e * +
1:64 - - +es e +4e - -
9:128 - - - +eee - - -
1:256 - - - - - - -
TABLA Nao. &,
SUERD DF rNomes 1%
" Dilucidn del suerc de Coombs. Dilucifn del suero anti-Rh (D)
( l ) (—»)
- 1:16 1:32 1:64 1:126 1:25% 1:512 1:1024
i:186 * * 4o +4 e s +
1:32 * - e +ee s ‘s +
1:64 + e ‘e e ‘e e ree P +



1:128 - - rabe

PR - -
1:256 - - ‘e s - - -
1:512 - - - - -
TABLA No. 5
SUERD DE COOMBS COMERICAL
Diluci6n del syerc de Coomhbs. Dilucien del suero anti-Rh (D)
« | ( —»)
1: 16 1:32 1:6L 5:128 1:256 1:9%2 1:1024
1:16 + + e .+ +ee +e +
1:32 + +e +ee +ee +ee +e +
1:64 + +e ‘e’ e ‘e e +
1: 128 - - +e +r ret s - -
1:256 - - - - reee - -
1:512 - - - -

Observaciones de los resultados obtenidos:

£l suero cde Coombs 1 dlluido 1:128 fué caphz de detec
tar anticuerpos incampletos anti - 8h (D), ruando estuvc wenuni
bilizando eritrocitos humanos homblogos a diluciones da 1:128.
Por 1o tsnto, el tituloc de anticuerpos especificos del suero -

de Coombs [, al trabajar en condiciones Aptimas fué de 1:128.

E1l suero de Coombs 11 tubs un comportamiento similar,
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Grafica # 2

DETERMINACION DEL PUNTO DE EQUIVALENCIA DF LO0S SUERDS

HIPERINMUNES DBTENIDOS.
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solo que el titulo 7fué de 1,256. Esto era de esperarse, debido

al efecto inmunopotenciador del advuvante completo de Freund pre
sente en el inmunfgena II, gue ha mostrada mayor efecto gqua el
adyuvante constituidc -or sales minerales J- aluminioc v pota--

slo contenidas en el antigenoc I (7, B).

Por ctra parte, #l suero de Coombs comercisl tuvo un -
titulo de 1,256, peco este fué cephz de detectar anticuerpos
incompletos diluidos 1,256, siendo ligeramente wés sensible que

#1 suero de Coombs II y el susrc de Coombs I.




Pruebas de control de calidag de

de Coombs.

Las pruehds de control de calidad ge ur proguctao de--

tnrminnds~ -~
~oTmLInECso

4l 4...mm lm bhmne meiseslomewcl —e;emee ombcme al smbdo
COTSLILUYEN 48 OGS5T JSrincipui BG&GTS 5Stool 31 €3%e VTun
—

cions adecuadamente, teniendo la certeze de gque proporcioneré

resultados confisbles. Para efectuar lo anterior fué necessrio
ajustar los sueros hiperinmunes, diluyéndoios para obtener a
dosis aglutinantes (titulo/B8 = Dilucidn final). Tomando en

cuentm gue una doais asglutinante es ia mas pequels de suero -

hiperinmune que produce uns aglutinacifn con intensidacd de (+)

Ls estanderizacion de los sueros se hizo en base &= -
los resultsdos cbtenidos por Coumbs y Cols, ellos vieron que
1s mayorfia de sus sueroes fuercn mctivos a diluciones de 1:64,
excepto sl suerc anti-pseudoglobulinico, que resulto ser menos
sctive, En la practics emplearon sueros con 8 dosis aglutinan-

tes, porque consideraron que ers# mejor estsndarizarlos pars -

pruebass de rutina. (1, 2, 3).

En nuestro csso, los sueros oe Coomts I y II gue ha
bisn presentado titules de 1:128 y de 1:255 respectivamente,-
cuando se ajusiaron para is opiencidn oe 8 dosis sglutinantes,

quedaran con diluciones finalies de 1:16 y ce 1:32.



Las pruebas dp corntrol de calidad gue hiclmos = los
sueros hiperinmunes, una vez ajustados con 49 aosis agiutinane.
tes, tuvieron como objetivo determinar su astividad en la de-

teccién de antigenos mas dépiies, <umc los Subgrupos del sis-

tems Rh. Ademés, eran sueros de amplio espectro; Qque abarcaban

la fraccién anti-no , -glebulina, por lo gue se probsron ussh

>
do comp antigeno el sueroc hiperinmune anti-Lewls, encontrado
en dichs fracclén globulinica hummna (9, 15).
DESCRIPCION DE LAS PRUEBAS:
Prusha de Coombs con subgrupos del slstemss Rh.
Sg usaron tres muestras de eritrocitom humanos tipo -
0 Rh positivos, gque se denominaron con los numerocs 1, 2, y 3,
s los cusles se les determind el subgrupocon el usc de loa sue
ros snti-C, anti-E y snti-§, obteniendo los sigulentes reaultp
dos:
Mugsstra de Eritrocitos. 1 2 3
Aglutinacién con anti-E e HEEs 44
. Aglutinacidn con anti-C  +++s - teee
8alutinecidon con anti=C ++4+ o4 - -
-

1.- Las muestras fueron sensitilizadss con los sueros
hiperinmunes de subgrupo, previamente diluldcs 1:8 en 8.9.3, -
Pers 2110 se usd 18 t@cnica respectiva ya gescrita: los eritro
citos de la muestra 1 fuersr sensib..:zadss cor el suery snti-
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c, los eritrocitos de la muestra 2 can !

suergo anti-f y -

los eritrocitos de la muestra 3 con el suerc anti-C. Poste-

riormente fueron probados con los sueros ce Coombs en forme

similar a la determinade del puntoc de egquivalencie. E1l mis-

Mo procesc se hizo empleango un suero de Coombse comercisl -

frente sl suero snti-c.

Presentados en las tablas 5,

en las graficas 3= y 3b.

TABLA

SUERD DE COOMBS 1I.

Dilucifn del suero anti-c

( L )

6, 7

v

NO. 5.

(s.C.I)

L] al gl

10y 11,

Los rasultedos obtenidas fusron re

asf como

Dilucifn del S.C.I. ({ —e)

Dilucifn del

1:2 1:4 1:8 1:16
1:8 - + + +e
1: 16 - + *e ++ 4
1:32 - + s ‘et
1:64 - + + ++
1:128 - - -

TABLA WNo. &.

Diiuclén del sueroc anti-¢

( l )

1:16 1:32 1:84 1:128
1:8 - . ++
1: 16 + + ++ +e

- 63 -

1:32

+*ed

LA R K 3

*4++e

*+ry

1:256

* 4

*+td

1

1:512

66

S.C.I.

+4 e

‘ae

1:128

{(—»)

1: 1024



1:128

1:256

Pilucibn

TRBLA NKo. 7

del suero anti-C

¢ §)

TABLA No.B

++ 4 +e
e + -
* - -

Dilucién del S.C.1. (~—b)

L 1:8 1:16
‘e teee *
. Y -
* ’e -
- - -

Pilucibe del suero enti-c. Dilucidn dwl S.C.(cantrol comercial)

1:64

1:128

( l )

1:64 1:128

* +* e
- +e
+ -
+ +

(—e)

1:256 1:512  1:1024
e s .
*-'e ‘ese .

e Tebe .
‘e ‘e -
+ - -



Gréficea # 3a

.
SUERD DEf COOMAS I FRENTE A SUAGRUPOS DEL SISTEMA RH.
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Dilucidn del suerc

( l ) anti-c

1:4
1:8 -
1:16 *
1:22 *
1:64 -
1:128 -

Dilucidn del suerc
( 1 ) anti-E.

1:64
1:8 +*
1: 16 +
1:32 .
1:66 -

Dilucitn dsl suero
{ l ) anti-C.

1:2

1:8 s

SUERD DE COOMBS II
{S.C. II)

Tabla Na. 9

Dilucién del S.C. II

1:8 1: 16 1:32 1:64

- - ++ ‘e
+* ‘e ++ *ers
- - + ++e
- - - .

Table No. 10

Dilucidn del 5. C.

1:128 1:256 1:512 1:1024

*s +*+ L2 24 +ere
+*e * reee +E ey
+ * +ée +s

- *s .

Tebla No. 11
Dilucidn gel 5.C. II
1: 4 1:8 1: 16 1:32

+ * 4 L & X J +

- 56 -

(—_.)c

1:128 1:256

++

* P

* 4+

+*+

+ +*

(__.).

('_'_’)o




1:178 - + +ee
1:32 - - +
1:64 - -
1:128 - - -
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-
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-
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T
Grafica # 3b.

SUERD OE CODMBS Il FRENTE A SUBGRUPOS DEL SISTEMA RH,
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OBSERVALCIONES

El suero de Coombs I, tuvo la capacidsd pers detectar
anticuerpos incompletos de los subgrupos del sistema Rh, E1 ti
tulo pera la deteccidn de el anticuerpo incompleto snti-¢ (di-
luido 1:64) fué de 1:32, pars wl anti-E (diluldc 1:32) fuié de

1:256 y para e} snti-C (diluicdo 1:16) fud de 1:5.

El suero de Coosbs 1I mastrd un comportmmiento simi--
lsr al suero de Coombs I. Los titulos psra sl enti-t (diluido
1:16), fui de 1:64, para el snti-€ (diluido 1:16) fué de 14024

y para el anti-C (diluido 1:16) fu& de 1:16.

Sin embsrgo, el suerc de Cocmbs comsrcisl usadoc comn-
control tuvo un titulo mayor frente al suero anti-E. an caompa-
racifn @ nuestros suercs hiperinmunes. Perc ain ssi{ vimos Gue

estos ersn adecusdos pars ser smplesdos en las prusbas de ruti

na sn banco de sangre.




Pruebs de Coombs pare io deteccidn Ceg erlitrccitos sen

sibhilizados conr suerc anti~Lewisa.

Pera determinar si lps sueros ge Coombs 1 y II er=n -
cepsces de detectar anticuerpos incocmpletos que radicaban en
la fraccién no- ' -globuline, se us2 el suero hiperinmune enti
-Leuisa, adsorbido prevismente a eritroccitos humanos homflaogos.

Se uso este susro, y& gque fu@ el unico gQque pudimos censsgulir.

Ls pruabs fu#é muy similer a les entsriores, psro sn -
sste caap se empliearcn 2 métodos en medios de rasccidn dletin-
tos; por un lado se hizc le detarminacién en s.s.i. y per sl -
otro se sgregl susroc humano fresco coma fuente de complemsnto
{15). E1 suero fué de¢ individuow AB Rh (D) positivao, el cual -
previaments sa cruzbd con loa eritrocitos sensibilizados con sl

suers lnti-Lluis'. dando una prusbe negstiva.

Ltos reaultados obtenidos se mostraron en lss tablas

13, 1, 15 y 16, tambign en laa griaficas &a y &b,

TABLAR Ko. 13

Suero de& Coombs i (Prueba en s.s.i. )

Diluclén del auero Dilucidon del S5.C.1. (—®)
{ l ) anti-Lewils .

1:2 1: 6 1:8 1:18 1:32 1:64 1:128

1:2 - - + + *-= .= -



»

1:8 +
1:16 +
1:32 +-
1:64 -

TABLA

SUERD DE

(PRUEBA CCN

Dilucibn del ANTI-

Led (]

1:2 1:4
1:2 - +=
1:4 - +
1:8 + +4
1:16 + +
1:32 - +
1:64 * *-

Dilucién del anti-te”.
( 1 ) 1:2 1:4 1:8
1.2 + + s

1: 4 * 4 +

+ * 4 +
++ +4+4 +
-+ +e +
+ + -
.- + -
No. 14

coomss I

SUERD HUMAND)

Dilucifn del sueroc de Coombs{—®)

1:8 1:16  1:32
+ *e +*

+* + +*

* e +4 *e
+e ++ ‘e
+ + ++
+*- + +
TABLA Nc. 15

SUERD DE COOMBS II

{PRUEBA EN

1: %6

Dilucidn del suero

1:

> 4

32

5.5.1.)

1:64

1:64

1

1:128 1:256

P -
F'Y -
= -
+* -

de Coombs (—)

1:256 1:512



-

1: 16 - -

1:32 - -

Bilucién del

anti-Le®.

( l ). 1:2
1:2 -
1: 6 -
1:8 -
1:16 +
1:32 *-
1:64 -
1:128 -

++ ¥ +
+ ++ +
+ + + +

TABLA No. 16

SUERD DE COOMBS 11t

(PRUEBA CON SUERU HUMAND)

+ %

Pilucibn del Suero de Caombs (——»)

* - + +4
+ + *
+ +* *s
+ + 44
* *e +4
+ *e red
* +* +4
OBSERVACIONES:

1:6L

++

+*+

++

+4

+44

»

1: 128

+

1:256

Los resultedos de ls prueba de Coombs an ests cass

fusron mejor csudndo se sgregd suero fresco como fuente

de com

plemento, ys gue ae produjec un sumentp del titulo psre los sue

ros de Coombs I y II en uns dilucidn.
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Grafice # &kp.

Dilucifn dsl suero de Coombe.

PRUEBA OE COCMBS CON GR.SENSIBILIZADDS CON SUERD ANTI-LE""
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Grafica # 4ub.

PRUEBA DE CODMB5 CON GR.SENSIBILIZADOS CON SUERD
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CAPITULD VI

CONCLUSIONES:

1.~ La preparacifn de los antigenos I y II fué bas
tante satisfectorisen las condicicnes utilizedas, porgque loa
syeraos hiperinmunes ocbtenidos can estos antigenos trabsjan de-
maners adecusds, sungque no fue posible establecer uns comparas-
cifn totsl de smbos sntigencs; debido s gue al antigeno I no -

se le cusntificeron iass proteinss totsles, ni se le hizo elec

troforesis.

2.- Ambos antigenos contenfian las fracciones ’ ¥
no , -globulinicas, segun puede demostrarse por inmuncelec
troforesis cde los sueros hiperinmunes respectivos, as{ como la
susencias de la respuests inmune frente a l® albimina, lo cusl

comprusba 1o sfectivicded de los métodss de purificaciin.




J.- La reEspuesta inmune de los conejos inoculados,
fué bastante sstisfactorias, de acuverdoc ® 1os titulos obtenidos

de anticuerpos especificos.

N

e~ Le srespuesta 1nmune de las conejos inaculados.
con antigeno II y edyuvante completo de freud, fué mbs setis--
factoris en términos de titulo de anticuerpos especificos, de-
das las condiciones empleades en la preperacidn de los sueros

hiperinmunes.

5.- Las pruebas de control de talidad resultaron
satisfactorias pars ambos sueras hiperinmunes, en comparacibn
¢on un suero control de reactividad estandarizada, sungque se
recomienda revisar, tanto ls obtencidn de los antigenos, asi

como los epsquemas de inoculascifn.

6.~ Tento el t{itulo ce anticuerpos especi{ficos, -
como los resultsdos de control ce calided indican que el sue-
ro hiperinmune 11 presents slnunas cersctaricziicgs zba seiis-

factorias Qque el suero hiperinmune !, pero ambos son sdecus--

dos para les pruebas de rutina de un Benco ne Sangre,
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