
3ozq,¿1 ; 
d-t'- . 

ªremenina UNIVERSIDAD fElUllA DE MlllCO l 

~" ~_o ~ ESCUEIA: •ice FIWCUTICD llDlBGI 
\J1D O" CON ESTUDIOS INCORPORADOS A LA U. N. A. M. 

o 

CRIOCONSERVACION DE ERITROCITOS DE POLLO 

PARA UTILIZARLOS EN lA TITULACION DE 

ANTIGENO Y ANTICUERPO DE RUBEOLA 

T E S 1 S 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE: 

QUIMICD FARMACEUTICO BIOLOGO 
P R E S E N T A: 

cJ/amilla .H•rná11J11 .Na•mÍ 

MEXICO. O. F. 1997 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



INDICE 

di" lulo piginas 

OBJETIVO 

INTRODUCCION 2 

l 1 GENERAl.lDADES 5 

2 .1 Genera 1 i dades de 1 vi rus de rubeo 1 a .. .. .. .. .. .. .. .. .. 5 

2 .1. 1 Antecentes históricos .......... , ............ , 5 

2.1.2 Clasificación .. • .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. • 6 

2.1.3 Caracterlsticas estructurales y ftlOrfológicas , 6 

2.1.4 C~osición antigtnica ......... , .. .. .. .. • .. .. 9 

2.1.5 Manifestaciones cllnicas de la infección .. • .. 9 

2.1.6 Diagnóstico de laboratorio ................... 10 

Z.2 Hemaglutinación , ...... , ............................ , 11 

2.2.1 Antecedentes ................................. 11 

2.2.2 Agentes crioprotectores ... ........ .... .. .. ... 12 

2.2.3 Congelamiento ripido .. , .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. 13 

2.2.4 Agentes crioprotectores extracelulares ....... 13 

2.3 Generalidades de eritrocitos ... ........... .......... 14 

2.3.1 Caracterfsticas ffsicas ................ , .... • 14 

2.3.2 Resistencia de los eritrocitos .............. , 14 

2.3.3 Cr1otolerac1a de sitios selectivos ........... 15 

111 DISEAO EXPERIMENTA!. 17 

3.1 M1terl1I y niltodo • .. .. .. .. .... .. .. .... .. .. .. .. .. .. .. 17 

3.1.1 Material blo16g1co .. .. .. • .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. 17 

3.1.2 Prep1r1ción de las soluciones de trabajo .. ... 17 

3.1.3 Obtención de eritrocitos de pollo .. .. .. • .. .. • 24 



3.1.4 Ttcntca de congelaci6n y descongelaci6n ...... 25 

3.1.5 Cuanttftcaci6n de hemoglobina ................ 21 

3.1.6 Cuenta celuler de eritrocitos ................ 27 

3.1. 7 Tratamiento de las cosechas virales con tween 

y tter """"""""""""""'""""" 27 

3.1.B Ticnica de he111aglutlnact6n .................. , 28 

3.1.9 Deten11inacl6n de anticuerpos siricos contra •• 

rubeoll por inhibici6n de la h1111agl11tinaci6n , 28 

lV RESULTADOS 30 

4.1 Detel'lltn1ci6n de las condiciones de trlb1jo par1 11 • 

criopreservaci6n de eritrocitos de pollos rectin na·· 

cidos ••••• ,,_ •••• ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, ,,,,,,,,,,,,,,, 30 

4.2 Deter'llltn1ct6n de las condiciones 6pti•as de traba.to • 

para 11 criopreserv1cl6n de los eritrocitos •• , ••• , , • 34 

4.2.I Selecci6n del ~tigu1dor ................... 34 

4.2.2 Cancentraci6n de eritrocitos ................. 34 

4.2.3 Crioconserv1dores •••••••••••••••••••••••••••• 37 

4.2.4 Tt11ptr1tur1 y oscl1rldad .................... 38 

4.2.5 Efecto del ti11po sobre 11 porcentaje de rec:11· 

per1ct6n dUY'1nt1 11 crloconmv1ei6n di tri··· 

trocitos .....•..••...........•..••.••.....••. 40 

V DlSCUSIOH 45 

VI CONCLUSIOllES 48 

1111. IOGRAFIA 49 



OIJETIYO 



1. 

OBJETIVO 

L1 inhibict6n de h het111glutin1ci6n es el procedi11iento •is cOllÜn p1r1 d1lg-

nostic1r h infecci6n por rubeol1. Estl ticn1c1 requiere eritrocitos de po-

llo los cu1les deben utilizarse frescos y1 que no existe un proctdt1tento -

tsteblectdo p1r1 1l1111c1n1rlos y conservarlos sin que pierdan su rt1cttvidad -

para la prueba. Las soluciones preserv1ttv11 1ntico1gulantes COMO la de 

Alsever solo p1r11it1n su pre11rvact6n a corto tillllpO, por lo cual ti obJett

vo de 1st1 trabajo 11 estudiar 111 condicionts 6ptt1111s para 1lqc1nar y con--

11rY1r los eritrocitos de pollo rectin nacido durante largos periodos de ti'! 

po. 



CAPITULO 1 

lllTROOUCCIOll 



z. 

CAPITULO 1. 

INTRODUCCION 

Una de 1 as principales preocupaciones del hombre ha sido el combatir ripida,_ 

eficiente y oportunamente las enfermedades que a través de los siglos ha su-

frido la h1111anidad. Los grandes estragos que han causado estas enfermedades 

se pueden constatar a través de la historia. 

Las estadfsticas demuestran que han sido frecuentes las infecciones provo~a-

das por virus, dadas las car1cterfsticas geogrificas del 111edio llllbiente, his

tóricas, etc. del pafs, llegando a casos de infecciones populares ci.o son -

las epidemias. 

Dentro de las infecciones provocadas por virus tenemos las exantemlticas, o -

sea, las que se manifiestan en la piel como erupciones, dentro de éstas estln 

las del sarampión, varicela, rubeola, entre otras. (15) 

Uno de los virus que ha afectado a los mexicanos, es el virus de rubeola. ·Se 

estima que en la Ciudad de México el 901 de los individuos entre 18 y 20 -

anos adquirieron 11 infección natural111ente y poseen protección irwunt; si un 

101 de 11 población adulta es susceptible a la infección, suponiendo que en 

el D.F, existieran 10 000 000 de adultos 1 000 000 serfa susceptible a la -

infección de la rubeola, como podri observarse representa un porcentaje illpO!, 

tinte. (281 (301 
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Otro aspecto importante con respecto a la infección rubeól ica es su capacidad 

teratogénica con un riesgo de 80 'l: de malformaciones en el feto cuando la -

madre se infecta en los tres primeros meses del embarazo. (21) 

En el laboratorio cHnico se han efectuado diversos estudios sobre ln técni

cas mis adecuadas, efectivas y aplicables para diagnosticar la infección del 

virus de rubeola. 

Pera efectuar las pruebas de disgnóstico de la rubeola se han seguido dtver-

SIS técnte1s CClllO son: Neutralización (NT), Fijación de comple!llento (FC), -

Hetlaglutlnaci6n indirecta (~l), Aglutinación en lltex (AL), ln111Unofluorescen-

ci1 (IFI, Radio lmuno ensayo (RIA), Enstyo i11111uno enztmlttco (ELISA) e Inhi

bición de la he111glutinaci6n (IHA). (32) 

La IHA es la •ls comunmente usada y hesta e 1 momento es la técnica de refere!!. 

cta. Este ticntca requiere de antfgeno, suero previamente tratado para eltmi 

nar inhtbidores 1nespecff1cos de la hemaglutinación y un reactivo perecedero 

que son los eritrocitos frescos, éstos pueden ser eritrocitos humanos tipo -

•o• o eritrocitos de pollo recién nacido. Una de las ltmitantes de esta té:_ 

n1c1 es que ha sido un problema el almacenamiento y conservación de eritroci

tos frescos por 11is de 5 dfas. 

Las pruebas de HA e IHA han sido usadas para detectar antfgenos y anticuer

pos del virus de rubeo11 respectivamente. 

Los eritrocitos usedos en pruebes serol69tc1s presentan probltt1as de 1lucen.! 

miento para el dilgnosta y el investigador. Las soluciones preservativas --
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antlcoagulantes como la solucl6n de Alsever son útiles sol-nte pira al1nac! 

namlento a corto tiempo; bajo estas condiciones, los eritrocitos muestran una 

tendencia para retraerse, hemoltzarse y perder reactlvld1d; por lo cual, un -

procedimiento prictlco de al111acena111lento por tltllpO prolong1do facl lita al 1! 

boratorio el uso de eritrocitos. 

Para 11 crloconserv1ci6n de eritrocitos de pollo, se deurro116 el 116todo dt! 

crtto por Myhrvold p1r1 11 a1aa11Serv1ct6n de eritrocitos de e1rnero, ya que 

este llitodo p1rece •lnt•lur o elt•ln1r lis dtftcultadts 1rrtb1 •ncton1d11. 

(221 

L1 crtoconserv1ci6n de eritrocitos de pollos reclin n1ctdos fue prob1d1. LIS 

variables experi111ent1les fueron: diferentes 11110rtigu1dores, diferentes conce!!. 

tr1ctones celulares, algunos crtoconservadores y dos diferentes tet1peratur1s, 

1dellis de v1rl1r 11 OS110lartd1d de los 11110rtlgu1dores. 

St estlblec16 cu1les 1r1n 111 condiciones 6ptlns pira 11 crtoconserv1ct6n de 

los eritrocitos en base 1 las v1rhbles 1nt1rto1"111nte 1111ncton1d11. 
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CAPITULO 11 

GENERAL 1 DAD ES 

2. l. GENERALIDADES DEL VIRUS DE RUBEOl.A. 

2. l .1. ANTECEDENTES HISTORICOS. 

El virus de rubeol1, distribufdo en todo el 11undo; c1un enfel'lllldadts endhit1s 

y epidltllicas siendo el 1115 leve de los exant-s virales c011Unes. 

La 111gnitud y severid1d de 11 110rbi Hd1d han 110th1do 11 r11Hzaci6n de eKten·· 

sos estudios sobre rubtol1 y esfuerzos 1 gran escala pira prevenir 11 infecci6n 

1 travts de 11 i1111uniuci6n. 

LI rubeol1 fue pri•r-nte descrita en la literatura ingleu en 1815 por M1ton, 

quien stftl16 sus t1r1ct1rfstic1S que la distinguen de 11 fiebre est1r1atin1 y • 

sar111111i6n (19). L1 1115111 enfel'lllldld fue descrita durante los inicios del siglo_ 

XVIII en A11111n1a por DeBergen, pero recibi6 poca 1tenci6n h11t1 que los brotes 

en otros continentes fueron notados a •diados del siglo XIX. V11le, un ciruJ! 

no de la fuerze britlnica trabajando en la Indh, 11 111116 •rubeol1", Sllith ••• 

(pri111r profesor de pedhtrh en el Hospit1l Bellevuel fue el pri111ro que dts·· 

cribi6 la enfel'lltdad en la ciudad de Nueva York en 1874 desputs de obstrV1r un 

brote en una guarderfa 134) 

COllO una enfen11tdad leve en niftos, la rubeola recibi6 poca 1t1nci6n h1Sta el r! 

porte en 1941 por Gregg, ofti1110logo australiano, el cual 110Str6 que la rubeola 

en etapa de sarazo induce defectos fetales severos. (8) 
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En 1962, dos diferentes grupos de investigación reportaron el aislamiento del_ 

virus, utilizando cultivos celulares. (29) (411 

En 1964, la devastadora epidemia ocurrida en Estados Unidos, reportó 12.S mi

llones de casos de los cuales 28 410 fueron de dafto fetal conginlto, Desde en

tonces se considera 1 la rubeola COlllO un problema de salud pública, lo cual -

ha influfdo de manera directa en el desarrollo de vacunas y ttcn1cas de d11g-

n6stico de laboratorio. (5) 

2.1.2. CLASIFICACION. 

El virus de rubeolt st encuentra clasificado en 11 f111111ia Togav1ridat y es -

el único •ielllbro del g6nero rublvlrus. (39 (40) 

Z.1.3. CARACTERISTICAS ESTRUCTURAi.ES Y MORFOLOGICAS. 

El virus de rubeola contiene RHA de cadena si111ple. Estl COlllpUtsto por tres pr~ 

tefnu estructurales denominadas El' E2 y C con pesos 1110lecultres de 60 K, 47 K 

y 33 K respectiv-nte. Las protefnas E1 y Ez son glucoprotefnas que se encue~ 

tran unidas a la envoltura lipfdica, C ts una protefn1 no glucosllada relacio

nada con el RHA infeccioso, es la nucleoprotefn1. (27) 1391 (401 (Fig. 2.11 



7. 

Fig, 2,1 Mtcrocospf1 electr6nlc1 del . 
gr1dtent1 de 11c1ro11. virus d1 rubtoll obttnidl Por -
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Algunas caracterht1cas del virus de rubeola son mostradas en la tabla 2.1. • 

(13) (161 

FonN: 

Acido nucleico: 

Envoltura: 

Coeficiente de sed1111entaci6n: 

Oens1dad de f1otaci6n: 

Estab111dad de pH: 

Oestrucc16n de lnfect1v1dad: 

T11111er1tura: 

Esflr1co, 50·70 1111 de dil•tro, con una o 
•Is protuberancias periflricas. 

RNA, cadena silllj)le con peso mlecular de • 
3.5 x 106 daltons. 

Tiene envoltura 11pfdlca adquirida al pasar 
a travts de la llelllbrana de la cllula huis· 
ped, lllOdifle1da por la insercl6n de gluco• 
protefnas especfficas del virus. 

280 s 

1.18·1.20 g/111. 

6.8·8.1, Mnor 1nfect1Yldad a 5.9 y c•·· 
pleta lnact1Yac16n a 2.0 • 

Con solventes 11pfdlcos, trlpslna y radl! 
c16n ultravioleta. 

Se Inactiva con 30 •In a 56ºC. Estable 
7 dfas a 4ºC y por aftos a ·60ºC. 

Tabla 2.1. Algunas caracterfstlcas del virus de rubeola. 
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2.1.4. C~POSICION ANTIGENICA, 

El virus de rubeola consta de varios antfgenos estructurales: la he11aglutini

na, los fijadores de complemento y los precipit6genos. (31) 

La hemaglutinina de la rubeola (HA 1ntfgenol, origin1l1111nte prep1r1d1 a p1rtir 

de flufdos de cultivos de tejidos y de extractos alcalinos de ctlulas infecta

das, estl asociada con una de 115 111yores protefnas de la llltllbrana viral y 

aglutina 1 los eritrocitos de pollos reciln n1cidos. 

La hemagluttnina y los fijadores de COllPl•nto son los •is ut1li11dos en el -

diagn6sttco de laboratorio. (32) 

2.1.5. MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA INFECCION. 

Existen dos fomas de infecci6n rube611ca: 

1) La infecci6n postnatal en la cUll el virus es tr1nS111itido de persona a P•! 

sona por vla respiratoria, es propia de la infancia, estl caracterizada por -

una erupci6n 1aculopapular g1ner11izad1 y l1nfadenop1tfa 1uricul1r y subocclp! 

tal. La fiebre y el 11alest1r son leves y las C011Plicaclones no son ca1unes. -

(13) 

b) La lnfeccl6n congtnlt1 ts •quella 111 11 que el feto es Infectado por el pa

so del virus 1 tr1vts dt 11 placenta y 1 dlferenc11 dt 11 lnfeccl6n postnatal_ 

es una enftl'llld1d sev1r1 que origina 1norul1d1des en ti desarrollo fet1l. La 

sevtrld1d de los defectos, asl COIO los 6rg1nos que tnvolucr1 dtptndt de la -

ed1d gestaclonal en que 11 lnfeccl6n utern1 ocurr1, (3) (5) 

El riesgo de 11lfol'llllclones ts alto (80X) durante los tres prl1111ros 11ses del 

l!lllbarazo (organoginesh) y decrece a un IOS en los últimos •sts. 121) 
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El slndrome de rubeola congtnita se caracteriza por uno o varios de los si--

guientes defectos teratoginicos: sordera, cataratas, retardo mental y enfermed! 

des conginitas del cor126n. En los primeros 111eses de gestaci6n causa muerte del 

feto y aborto espontaneo. (5) (6) 

El virus se encuentra en 11 sangre, heces y orina general11ente 1 p1rtir del st.e. 

tilllD df1 y hast1 el dtcilllO cuarto dfa desputs de 11 infecci6n. (4) (16) 

2.1.6. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO. 

El di1gn6stico de rubeola solo puede ser establecido definith-nte por prue-

bas viro16gicH o sero16g1cas especfficas. 131) 

Las pruebas viro16gicas corresponden a los mftodos directos, los cuales consi s

ten en el a1sl111iento del virus de 111uestras clfnicas, que se logra 1 tnvts de 

su 111Ultipl1c1ci6n en cultivos celulares. (31) 

Las pruebas sero16gicas corresponden 1 los lllitodos indirectos y estln basadas -

en la dMOstraci6n de 1rwunoglobu11n11 de tipo M o bien de un incr-nto sign.!. 

ficat1vo de anticuerpos en general contri el virus dentro del curso de 11 enfe! 

llldad. 131 l 

Se dispone de diversas ttcnic11 serol6gic1s, 111 cuales fo!'llln 11 base del di'! 

n6stico de labor1torio. L1 •Is utl1121da es la prueb1 de lnhibici6n de 11 h1U

glutin1ei6n (IHA), 11 cual se fund-nta en que la capacidad del virus de rubt! 

11 p1r1 aglutinar los eritrocitos de diferentes especies ani .. les se ve bloque! 

d1 si 1ntes de 1dicionar los eritrocitos se hice r11ccionar el virus con sus l.!!, 

ticuerpos especfficos. (36) 
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2.2. HEMAGLUTINACION. 

2.2. l. ANTECEDENTES. 

La hem1glutlnaclón por rubeola fue reportada por prl111era vez por Stewart y 

Halonen en 1967. La técnica sero16glca que utiliza esta caracterfstlca del vi-

rus para determinar niveles de anticuerpos es la IHA. (36) 

Esta técnica es considerada de referencia por varias razones COlllO son: l) ser -

una prueba relat1v1111ente fic11 de realizar, 21 no requiere de equipo especial, 

3) los reactivos pueden adquirirse c011trcial111ente y lo llls l111pOrtante, el he-

cho de que los anticuerpos contra la h-glutlnlna (HA) del virus son los pri-

111eros que aparecen desputs de la Infección y los que mis rlpldM1ent1 se incre

•ntln. 

La deter11inacl6n de anticuerpos contra rubeola por esta técnica se lleva a cabo 

en dos .f11es: la prl111era consiste en el trat1111lento del suero con MnCl2-heparlna 

o Kaol1n y eritrocitos de pollo para quitar lnhlbldores y aglutinlnH inespecf

ficas¡ en la segunda fase SI lleva a cabo la reacción antfgeno-antlcuerpo y SI 

utl11Hn los eritrocitos de pollo de un dh de nacido COlllO Indicador de la rea~ 

ci6n. 

La uni6n de los eritrocitos de pollo 1 11 HA del virus es pH d1ptndf1nt1, re--

qul1r1 un MOrtlguador orglnlco como d11111ente y 1s 6pti110 cuando s1 lleva 1 C! 

bo 1 t111Pfr1tur1 llllbi1nte. Estas son las condiciones que nol'llll•nt1 r1qut1r1n 

los Tog1vtru1 para h•aglutinar, 

Los eritrocitos de pollo COlllO reactivo blo16gtco es perecedero, tato hac1 que -

la tknica solo pueda realizarse en el rango de v11b111dad de est11 ctlulas. 
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Las soluciones preservativas anticoagulantes como la soluci6n de Alsever son -

úttles sol11111nte para almacenaje de corto tiempo, ya que los eritrocitos mues-

tran tendencia para retraerse, hemolizarse y perder reactividad. (17 (18) 

El estudio de la crioconservaci6n de eritrocitos se ha reportado para eritroci

tos de carnero por Ste1n. Para eritrocitos de aves por Wesslen. En ambos casos 

se us6 como sustancia crioprotectora Oextran, sin embargo los resultados no -

fueron satisfactorios con los eritrocitos de aves. (11) (12) (35) (42) 

Posteriol'11tnte Myhrvold 1111>str6 que la poltvtntlpirroltdona (PVP) y Di11ett1 Su! 

f6xido (DMSD) son buenos crioprotectores en la congelacl6n de eritrocitos de g! 

111na. (23) (24) (25) 

2.2 .2. AGENTES CRIDPRDTECTDRES. 

Los agentes crioprotectores se clasifican como: 1) agentes penetradores, los -

cuales en concentraciones 111Ulti1110lares protegen ctlulas v1v11 del dafto causado 

en la congelaci6n lenta y 2) agentes no penetradores que protegen a bajas 1111>11-

ridades pero que requieren un enfriamiento gradual ripldo y una descongel1ci6n 

de igual Mnera. En lllbos casos funcionan en b11e a las propiedades co1tgat1vas, 

puesto que dl111inuyen el punto de congel•lento de lis sustancias intracelula

res. 120) 

Los agentes dt tipo penetrador, al Introducirse a la ctlula evitan la dtsh1dra

tacl6n por cllllblos de presl6n oslll6tica, protegen a la ctlula en dos foros dlf! 

rentes: a) llldllntt su unl6n con el agua y b) mediante el desarrollo dt una al

ta viscosidad. La penetracl6n a la ctlula, va 1 depender dtl tipo de cllula que 

st quiera congelar. (20, 
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Estas sustancias penetradoras no deben ser t6xlcas en la concentraci6n que tie· 

ne su carlcter protector; a este grupo pertenece el lllSO y el Glicerol. (20) 

2.2.3. CONGELAMIENTO RAPIDO. 

El dafto celular por congel1111tento rlpldo redica en la produccl6n dt hielo lntr! 

celular. L• observact6n d' la hllll6Hsis p1rcl1l siguiendo el congel•lento y •• 

descongelnlento lento, sugiere que 11 ht110globlna t•ltn puedt escaper dt la 

ctlula conjunt-nte con electrolitos provodndose con ello 11 uyor dtstruc·· 

cl6n celultr. St debt congehr a la dxl•a velocidad que no penaita 11 fonaa·

cl6n de hielo lntraceluler. Esta velocidad 6pt1lll varlarl ele une ctlul1 • otra 

dependiendo de su coeficiente de d1fusi6n p1r1 el agua. (20) 

2.2.4. AGENTES CRIOPROTECTOllES EXTRACELtlARES. 
\ 

El 111eanls110 por el cual estos agentes confieren proteccl6n no ha sido estable• 

cldo; difieren de los 19entes penetradores en que su 1ccl6n protectora es a CO!!, 

centraclones bajas y no requieren penetrar 11 Interior de 11 ctlul1. A este gr!! 

po pertenece 11 PVP. (20) 

L• presencia del agente crloprotector altere las caracterfsttcas dt penaeabllt· 

dad de la llllllbrana, de •1ner1 que si se produce una plrdlda de cOMpOnentts cel!! 

lares durante la congelacl6n, este escape sol•nte es taporal. 120) 

u presl6n hlpert6ntca durante el congalMlento es aligerada por una entrada de 

solutos extracelulares y por consiguiente durante la congelacl6n se puede pre• 

venir 11 lisis celular. (20) 
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2. 3. GENERALIDADES DE ERITROCITOS. 

2.3. l. CARACTERIST!CAS FISICAS. 

Los eritrocitos de las aves son de forma ovalada y diferentes htos de la uy~ 

rfl de los m11111feros, son nucleados y tllllbltn mis grandes (7.0·12.5 111lcrones de 

dll111etro). (37) (38) 

El nCllero de eritrocitos estl Influenciado por la edad, el sexo y otros facto·

res. (37) (38) 

2.3.2. RESISTENCIA DE LOS ERITROCITOS. 

La hftl61tsls es h 1tberaci6n al plasma de h h11110globina contenida tn los g16· 

bulos. Producen hlll61ts1s un nCllero de factores f1sicoquf11lcos tales COllO la -

congelacl6n, descongelacl6n y c8111blos en 11 presl6n osll6tlca de la sangre. (26) 

Las soluciones hlpot6nlcas causan hem611s1s y est•ll•iento por incr-nto del 

contenido de agua de las ctlulas y soluciones hlpert6nlcas causan un encogimle~ 

to o contraccl6n de los corp6sculos, por le ptrdlda del agua en las ctlulas. LI 

fraglltdad de 115 ctlullS rojas es 11edlda por su resistencia 1 soluciones dt -

concentraciones y presiones osm6ticas conocidas, usual•nte soluciones de clor.!!. 

ro de sodio (33). El punto en el cual la hftl61hh comienza es el lf111te 11fnl110 

de resistencia, y el punto en el cual todas las ctlulls son h1110ltzadas es ti -

lf11lt1 llixillO dt resistencia. (38) 

Hunter 11953) ha estudiado la permeabilidad dt los eritrocitos de poi lo a las -

soluciones htpot6nlc1S e htpert6nic1S, 1111pleando un 116todo fotoeltctrlco, por -

el que es posible •dir la tu.faccl6n o retracci6n de las ctluhs antes de que 
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se presente realmente la hem611sis. Sus resultados indican que los· eritrocitos 

de pollo, como los del hombre se comportan como osmlimetros perfectos en soluci2 

nes ligeramente hipot6nica o ligeramente hipert6nica, pero que en soluciones • 

notablemente hipert6nicas se retraen 111enos de lo que podrfa esperarse si se hu 

biesen cOllportado como osm6nletros perfectos. 138) 

2.3.3. CRIOTOLERANCIA DE SITIOS SELECTIVOS. 

La superficie de la lllllbrana de la ctlula, sirve COlllO tlP'llino li•itante para S! 

parar a la ctlula de su ~dio llllbiente y soportar el pr1Mr t111pacto de ataque 

por cllllbios ffsicos en suspensi6n Mtdia durante el congel•lento de las celulas. 

Los cllllbtos en sitios criosensit1vos sobre las superficies de estas Mllllbranas a 

causa de su directa e lntiu asociaci6n con otras unidades bioqul•icas de la •• 

llll!lllbrana, puede influenciar la cantidad de daftos a los mecanisms de transpor·· 

tes por el mvi111iento de i6nes y protelnas a travts de barreras selectivas y S! 

•ipel'lllables. (tl 

Estudios de otro de los efectos de conge1acl6n sobre ctlulas han sido concernl· 

dos con cllllbios en el sisttR total siguiendo la transici6n de ctlulas suspend! 

das en llquidos a ctlulas suspendidas en s611dos¡ los cllllb1os drlsticos frecue.!!. 

ttMtnte encontrados lo hacen dificil o 1111posible para evaluar los efectos de •• 

congelact6n en estructuras especfficas de la cllula. Basado en el fen&leno ISO• 

ciado con la adsorc16n y eluct6n de •lxovtrus a parttr de erttrocttos de pollo, 

se desarro116 un ststeu de prueba, la prueba de adsorct6n de Mllbrana, para el! 
terminar los efectos de enfri•iento a diferentes velocidades, ciclos de conge· 

l•iento y descongel•itnto, el aluc:enaje a baJas t1111p1raturas en los nucleoP! 

11saclridos en la superficie de lllllbrana de eritrocitos de pollo. Este ensayo • 

por dafto de superficie para stttos selectivos sobre la llellbrana no fue afectado 
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por hem61is1s de cllulas o fragmentaci6n de membrana. (9) 

El uso de reactivos de especificidad conocida y el estudio del 1110do de acci6n 

sobre la superficie de la cllula representa una 1proxiuci6n indirecta p1r1 • 

obtener evidencias referentes 1 las estructuras naturales de la superficie. • 

Bajo condiciones apropiadas, los anticuerpos son indicadores sensitivos de •• 

cllllbios sobre la superficie 111cr0110lecullr causado por el congelamiento y de! 

congeh111lento. 110) 

Los eritrocitos y sus superficies son sujetos a 111nlpul1ci6n experi111ntal y • 

sirven por consiguiente COllO 1110delos de otras ctlulas llls c011pletas ya que •• 

los eritrocitos C0111p1rten receptores antiglnicos con otras cllulas. (10) 



CAPITULO 111 

OlSEAo EXPERIMENTAL 
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CAPITULO l!l. 

DISERO EXPERIMENTAL 

3.1. MATERIAL Y HETODO. 

3.1.1. MATERIAL BIOLDGICO. 

1) Virus de rubeol1, cepa Therien IVRT), donada por el H.D. Olli11tunnan del D! 
p1rt•nto de Virologf1 de la Unherstd1d de Turku, Finhndt1. 

2) Eritrocitos de pollo de un dfl de n1cido y no 11t111nt1do de 11 r1Z1 Rhodl -

lsland Red de la Casa Al'lllOur, Hetchery di Htxtco, S.A. 

3.2.1. PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE TRABAJO. 

!lli!!.V!:. 
Cloruro de sodto (NaCl 1 

Dextrou 1c6H12061 

Citrato d1 sodto 1Naf6H5o7.2Hz01 

Actdo cftrtco 1c6H807.H20l 

ALSEVER 

pH 6.0-6.2 

gr 

4.2 

20.5 

a.o 

0.55 

Aforar con agua destilada 1 1000 •1 y ajustar el pH. Ester11tZ1r por ftltract6n 

a travts d1 una llllllbran1 •tlHpore de 0.22 H o en autoclave a 10 lbs di pre-

si6n (115ºCI durante 15 •in. Guardar a 4ºC en alfcuotas convenientes. 



~ 
Cloruro de sodio (NaCl 1 

Cloruro de Calcio anhidro (Cac1 21 

Sulfato de 11a9nes1o (MgS04.7H20l 

AULETTA !AAI 

pH 6.4 

Aforar con agua destilada 1 1000 •l y ajustar el pH. 

gr 

9.0 

1.0 

1.0 

18. 

Pira hacer Aulett1 ASB, s61o se le agrega 1lbflllin1 sir1c1 bovina IASBl 11 0.4 s. 

~ 
Cloruro de sodio (N1Cl l 

AULETTA ASB+DEXTROSA (Mil) 

pH 6.4 

Cloruro de calcio anhidro (C1C12l 

Sulfato de 111gnts1o (MgS04.7H20l 

AlbGlftin1 str1c1 bovina lASB) 

Dextrosa cc6H12061 

Aforar con 1gu1 desti11d1 1 1000 111 y 1just1r tl pH. 

AMORTIGUADOR VEROllAL (VBD) 

pH 7.3-7.4 

Prep1ract6n de 11 soluct6n •rttgu1dor1 stock (5xl 

gr 

9.0 

'·º 
1.0 

o.u 
10.0 

11 Ca.binar lo siguiente en 1000 •1 de agua en un Rtr11 voh•trtco de 2 11-

tros en tl orden siguiente: 
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Cloruro de sodio (Natl) 

~arbital s6dtco (C8H11 N2Nao3l 

Agua destilada 

Acido clorhfdrico 1 N (HCl) 

Soluci6n stock conteniendo cloruro de "'agnesio 1 M y cloruro 

de calcio 0.3 M (20.3g Mgt1 2.6H2o y 4.4g t1c12.2H2o en 100 

1111 de 1gu1 desti hd1) 

b) Llenar a la Mrca con agua dest1lad1, 1111zclar fuertt1111nte, 

gr 

83.00 

10.19 

500.00 ml 

34.58 "'1 

5.00 111 

19 • 

< l Checar el pH del 11110rtigUador stock antes de refrigerar p1r1 hacer un1 dtl~ 

ci6n 1:5 con 1gua destilada. 

~ 

DEXTROSA-GELATINA-VERONAL (DGV) 

pH 7.2 

Acido diettl b1rbitGrico lt8H12N203l 

Gel1tin1 

B1rbital s6dtco lt8H11N.o3l 

Cloruro de e1lcio ltac1 2.2H201 

Sulfito dt 111gnesio (Mgso4.7H20l 

Cloruro de sodio (N1Cl l 

Dtxtro11 lt6H1z<>6l 

Agu1 desttllda 

gr 

0.58 

0.60 

0.38 

0.021 

0.12 

8.5 

10.0 

1000.0 •1 

Disolver el leido b1rbitGrico y 11 gelatina tn 250 111 de agua caliente. COllbinar 

esta soluci6n con los dtllls r11ctivos restantes. Esterilizar por ftltr1ci6n a -

travfs de una lltllbrana 11i11ipore de 0.22 M. Guardar a 4ºC. 



~ 
Sacarosa 1c12H22o11 l 

AMORTIGUADOR VERONAL SACAROSA (GVBSM) 

pH 7.35i 0,05 

Barbitll s6d1co (C8H11 N2N.o3l 

Cloruro de sodio (NaCI) 

Agua dtst 11ada 

A,fust1r el pff con leido clorllfdrtco 1 M (HCI) 

Gelatina disuelta en agua dtsttlada 

Soluc16n conttn1tndo: 11gc12 1 M y Cac12 0.15 M 

gr 

486.I 

5.095 

'ª·º 

20. 

J.5 lit. 

5.0 

z.5 •1 

El vol1111en se 11tva a 2 11tros con agua dtsttlada. Se guarda a -zo•c y se dtlu

YI dos veces y .U1a con agua desttlada antes de ser usida. 

!!!.c!1.!! 

' .. 
HEPES-SALlllO-Al.BllllNA-GELATINA (HSAG) . 

pff 6.5 

1) lftpts sa11no soluc16n stock Sx 

Hepes (N-2-111drox1ttt1 p1per111na-N-2 leido ttlnosu1f0n1co 

Cloruro de sodio (NaCl) 

Cloruro dt calcio (Cac12.2H20l 

Agua dtst11 ada 

gr 

29.8 

40.95 

0,74 

1000.0 ., 

Dlsohtr en 900 •I. di agua dtst1 lada, Ajustar ti pff agregando NIOH 1 N (aprox. 

12.0 •11. Agregar agua dlsttlada para lltnr ti vol•n dt 11 soluc16n a 1000 -

•1. Esterrnzar por f11trac10n a travls dt una Mlllbrana •1111port di 0,22 M, -

Guardar a 4'C. 



· AibÍlllina strica bovina soluci6n stock 2x 

Alblíllina bovina en polvo IASBl 

Agua dtsti lada 

21. 

20.0 

1000.0 1111 

íliSoher la albúmina bovina en 900 ml de agua. Ajustar el volUMn a 1000 1111 

agregando agua destilad1. Esttri liztr por f1ltr1ci6n a travts de una 1111111>r1n1 -

1111111pore dt 0.22 M. Gu1rdar 1 4°C. 

31 Gtl1tin1 soluc16n stock IOx 

Gtlat1na 

Agua dest11ada 

25.0 119 

1000.0 •1 

La gelatina es disuelta y la soluc16n esterilizada en 1Utoclavt 15 111fn a 120'C •. 

Guardar a 4°C. 

4) Pare hacer el •rtigUador dt HSAG 

cOlllb1nar: 

Hipes salino solucf6n stock Sx 

Albfllllna sirte• bovina soluc16n stock 2x 

Gtltttna so1uc16n stock lOx 

Agua destilada 

•I 

200.0 

500.0 

100.0 

200.0 

A 2s•c tl pH dt HSAG deberl ser de 6.2 ! o.os. Si et pH tstl aba.to dt 6.2, aJu! 

tar con N10H 1 N. 51 ti pH tstl arriba dt 6.2, 1Just1r con HCI l N. Est1 solu

c16n dtlllrl guardarse 1 4ºC y pUlde str usada por 2 •sts s1 se 9uard1 tstlr11. 

~ 
Cloruro dt sodio (N1Cl l 

CLORURO DE SODIO (lllCl) 

0,15 M 

Aforar con agua destilada a 1000 •1. 

gr 

8.5 
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SOLUCION SALINA AMORTIGUADA DE FOSFATO (SSAF) 

pH 7.3 

Cloruro de sodio (N1Cl J 

Fosfato d1s6dtco (Na2HP04l 

Fosfato de pot11io (KH2P04l 

Cloruro de pot11io (KCl l 

Aforar con 1gu1 dest1l1d1 1 1000 •1 y 1Just1r el pH. 

gr 

8.0 

1.15 

0.2 

0.2 

22. 
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CRIOCONSERVACION DE ERITROCITOS DE POLLO 

OBTENCION DE LOS ERITAOCl10S 
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3.1.3. OBTENCION DE ERITROCITOS DE POLLO. 

Se obtuvo sangre de pollos de un dla de nacidos y no al1111ent1dos por punci6n -

cardiaca directa y se colecto en Alsever en proporci6n 1: 1; la sangre obtenida 

se 111ezcl6 agitando la jeringa cuidados1111ente para no producir httl611s1s, des-

pues se pas6 por una 111alla de gasa con el objeto de retener los colgulos que se 

pudieran for111ar. 

La sangre se colect6 en un tubo de centrffuga graduado y se centrifug6 a 1500 -

rp11 durante 10 111in. a taperatura 1111biente; se extrajo el sobrenadante y los -

eritrocitos se volvieron 1 resuspender tn Alsever. Esta operaci6n se rtpiti6 -

una o dos veces hasta que se obtuvo un sobrenadante transparente o 11 bre dt '"! 

ro. Los eritrocitos obtenidos se conservaron en esta soluci6n no tlls dt 4 dfas 

a 4°C. IFig. 3.1.). 

pt011••ldl .... 

Fig. 3.1 Tknica dt extracci6n de eritrocitos dt pollo. 
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3.1.4. TECHICA OE CONGELACIOH Y DESCONGELACIOH. 

Preparac16n de los Cl'loprottctDl'ts: 

Se prtpal'6 Ol•tn SU1f6x1do (lllSOJ, Glicerol y PolMnilpil'rolidona (PVPI, Is· 

ta con pesos .oleculares de 20 000-30 000 1 360 000 a la concentract6n del 20 1 

en 0.15 M dt HaCI. (7) La PVP fut a,fu1tad1 a pH 7, 3. 

Pr1parac16n dt la su1pet11t6n dt eritrocitos dt pollo: 

Los arttrocttos dt pollo futl'Oll c1ntrtfugldo1 1 1500 rp11 dur111t1 10 atn. 'I llY! 

dos con Ahtver, st fftir6 ti 1obrt11tdantt 'I ti paquete 11 r11uspendi6 en ef

•l'ttgllldor corr11po1Ídttnte: Aulttta (Ml, Aulttt1 ASl+Dtxtro11 IMOJ, Vtr0111I 

(VID), Dtxtro11-gellttna;.ye,.on1l IOGV), Vll'Ollal .1ac1ro11 (GVISMI 1 llepts 111ino-

1lbllllt11a-gelattn1 CHSMl. La conc111tl'1Cf6n dt 1rttroctto1 fut dtl 10 - 40 1. 

PrtparactOn dt 11 •1cl1: 

~ vol1m111 del lgllltt crtaprottetor fut 191't11do a un vol..an dt la 1u1pet1st6n 

dt erttrocttos, 11 ttc.ogtntrO la suspet11t6n suav-.nt• 'I 11 dtstrtbuy6 111 crto

tubos dt 2 • 5 al que 11 SlMl'lltl'Oll dtrtetmntt al llttr6gtno Hqutdo para -

lleverlos 1 una t...,1tur1 dt -196'C y en el conttlldol' de un refrigerado~ pa. 

ra llevarlos 1 la t111ptr1tur1 dt .4•c. 

E1 dlsconttl•ttllto 11 llevo 1 clbo, pl'tmro a tlllptl'atura llllbtente por 15 lft· 

1 postertoratnt• en bello •rt1 1 43'C !lasta su tot1l dtsconttlact6n. 1221 

3.1,5. CUMTIFICACIOll llE llOIOGLOllllA. 

L1 dtteratnact6n di 11taoglobt111 IHbl 11 11tv6 a clbo 111 3 pasos: 

a) Plrdtd1 por dtscongel•tento¡ dt1pul1 dt dlsconttlar 101 tubos se centl'tfug! 

ron a teaparatura llllbt111t1 por 10 •in a .1500 l'pa. Se ~tteratn6 la cantidad -
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de hemoglobina a) sobrenadante registrando las lecturas de densidad 6ptica -

(DO) a 541 nm. 

b) Ptrdida por lavados; el paquete celular se resuspendi6 COlllplet-nte en el -

1111Drt1guador correspondiente, se centrifugo a 1500 rpni y del sobrenadante -

se determin6 la cantidad de ht1110glob1na a una DO a 541 11111. Este procedt•ten

to se repiti6 de 3 - 5 veces hasta que la lectura del sobrenadante did una -

DO de O.OJO. 

c) Recuperaci6n de ctlulas; para conocer el porcentaje de recup1raci6n celular, 

el paquete de eritrocitos se h11110l1z6 con agua destilada a la que se le puso 

unas gotas d1 clorofol'llO, se agit6 fuert-nte y se centr1fug6 a 1500 rpm P! 

ra r11110ver los fantasmas celulares. Se dlter11tn6 la cantidad de h111111globtna 

al sobrenadante registrando las lecturas de DO a 541 11111. (21 122) 

CAi.CULOS: 

100 S Hb • Hb total • Hb descongel•lento + Hb lavado + Hb de ctlulas 

recuperadas. 

S ptrdtda por 

descongth111t1nto • Hb dlscong11•1ento x 100 

S ptrdl da por 

lavado 

s recuperac16n 

celular 

Hb total 

Hb lavado x 100 
Hb total 

0 
Hb di ctlulas recuperadas x 100 

Hb total 
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3.1.6. CUENTA CELULAR DE ERITROCITOS. 

Método de conteo: 

Los eritrocitos se contaron directamente en un1 cimera de Neubauer. Una muestra 

de sangre se tomO y d11uy6 1 :200. Con esta dlluci6n se llen6 la cilllara de Neu-

bauer. Se contlron los cuadros terciarios de los cuatro lngulos y el cuadrado -

central. Para evitar confusiones al contar los eritrocitos que se encuentran en 

las lfneas divisorias, se adopt6 la siguiente regla general: los eritrocitos -

que toquen cualquiera de las tres lfneas o 11 lfnea sola de la izquierda y los 

bordes superiores del cuadro pequefto deberl contarse ca.o si estuviera dentro -

de los cuadros, 11lentras que los que toquen cualquiera de las lfneas de la dt-

recha y de los bordes Inferiores de los cuadros pequeftos no se contarin. El --

factor de conversf6n fue de 50 x 200 • 10 ooo. 50 para pasar dt 0.02 .. 3 
1 

1 .. 3 y 200 debido a 11 dlluci6n. (371 

3.1.7. TRATAMIENTO DE LAS COSECHAS VIRAi.ES CON TllEEN Y ETER. 

Se 111ezcllron 0.9 volr.tnes de cosecha vfral con 0.1 volr.tnes de tween 80 al -

n. 

Se incubaron a 4ºC durante 15 •fn con agttecfon ocasional. 

Se adicionaron 0.5 volr.tn11 de tttr. 

Se incubaron a 4°C durante 15 •fn con agftacf6n adfcfon11. 

Se retfr6 lt f111 ettrea con pfpett Ptsteur y succf6n. El rtsfduo dt tttr tn la 

fase 1cuo11 se elf•fn6 por •dfo de burbujeo con Nftr6gtso gastoso. (141 
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3.1.8. TECNICA DE HEMAGLUTINACIO~. 

Se coloco por duplicado 0.025 ml. de soluci6n de Auletta con alblinina serica • 

bovina (ASB) al 0.4 s en los pozos de la microplaca (caja de microtitulaci6n •• 

Cooke de 96 pozos, fondo tipo "V"), empezando en el segundo pozo. 

se añadi6 0.05 ml de 11 muestra viral en el pri.er pozo, con un 111icrodi lutor se 

transfiri6 0.025 ml 11 segundo pozo, los últimos o.025 111 se desecharon. 

se 1greg6 1 cada pozo 0.025 1111 de un1 su1pen1i6n de eritrocitos al 0.25 s. 

se agit6 cuid1dos1111ente y se deJ6 reposar durante 60 111in. 1 tet11per1tura lllbitn· 

te. 

El tftulo se t01111 COlllO el rec,proco de la últi1111 d11uci6n que presente 1glutin! 

ci6n dt los eritrocitos. (1) 

3.1.9, DETERMINACION DE ANTICUERPOS SEAICOS CONTRA AUBEOLA POR INHIBICION DE • 

LA HEMAGl.UTINACION. 

se coloc6, por dup11cado, en los pozos de 11 111icroplaca 1 partir dtl segundo, • 

0.025 1111 de Auletta con ASB 11 0.4 s. 

En el pri•r pozo se 1dicion6 o.os 1111 de suero tratado (d11uci6n 1:4), con un· 

111icrod1lutor se transfiri6 dtl anterior 0.025 1111 al segundo pozo, 11 •zc16 y 

se repiti6 la operaci6n hasta el últilllO pozo desechando los últi1110s 0.025 1111, 

se adicion6 0.025 1111 del antfgeno d11u,do a 4 unidades HA (1u1pensi6n de antf· 

geno viral tratado con tween y tter, titulado por h1111aglutin1ei6n y d11u,do a • 

4 unidades HA). 
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Se incubó 60 min. a temperatura ambiente. 

Se adiciono 0.025 ml de suspensi6n de eritrocitos de pollo 11 0.25 s (en solu~ 

c16n de Auletta con ASB al 0.4S) y se 1gitO cuidadosamente. 

Se dej6 reposar durante 60 11! n. 1 t111111eratura ambiente. 

Se leyeron los resultados. El tftulo se d• en 11 mh1111 diluci6n en 11 cu1l 11 

h•1glutin1ci6n estl totalmente inhibld1. (36) 



CAPITULO IV 

RESULTADOS 
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CAPITULO IV. 

RESULTADOS 

4.1. DETERMINACION DE LAS CONDICIONES DE TRABAJO PARA LA CRIOPRESERVACION DE 

ERITROCITOS DE POI.LOS RECIEN NACIDOS. 

Para establecer las condiciones de crlopreservacl6n de eritrocitos de pollo r! 

citn nacido es neceurlo contar con una ttcnica de cu1ntific1cl6n celular; : 

las mls uudas son: la detennlnacl6n de HelllOglobina lefd1 a 541 1111 y 11 obser: 

vacl6n y cuantlflcacl6n directa en un hemocit6metro (cimera de Neub1uer). 

Para seleccionar, una de las dos ttcnlcas 111encion1das se congelaron eritrocitos 

a : l96ºC en DllSO al 10 S y se determln6 el porclento de recuperaci6n por los :: 

dos llltt!Jclos. 

En la tlbh 4.1 se 111Utstr1n los resultldos obtenidos 11 cu1ntiflc1r 11 recup! 

r1cl6n de eritrocitos por el llltodo de het110globln1, este llttodo consta de 3 P! 

sos que son: ptrdld1 por descongelaci6n, ptrdlda por hvado y cu1ntlflc1c16n : 

del piquete celular (recuperaci6n), El objetivo del agrup•iento de datos en : 

esta tabla es el de 1110strar la ptrdld1 de eritrocitos por efecto de 11 congtl! 

ci6n y lav1do; por otro lado la deter-.in1ci6n se puede llev1r 1 clbo bajo cu•! 

quier condici6n en que se encuentren los eritrocitos COllO son, tn diferentes : 

amortiguadores y concentraciones. 



31. 

TABLA 4.1. DETERM!NACION DE LA HEMOLIS!S DE ERITROCITOS CRIOCONSERVADOS A 
·196°C Y EN PRESENCIA DE 1»450 Al 10 t. 1 

Concentraci6n de Ptrdida por Ptrdida por Recuper1ci6n 
Eritrocitos (%) desconge11111lento lavado ctlulH 
en diferentes 

" 1 " 11110rtigUadores • 

.!!!! 
5 37 t 29 19 ~ 11 45 t 19 

10 40 ~ 25 21 ~ 19 39 t 12 

15 40 26 34 
20 32 35 34 

~ 
5 35 .! 5 26 t 6 39 t 7 

10 33 t 8 19 t 5 48 i 7.5 

15 41 33 26 
20 37 t 0.9 28 t 3 35 t 2.3 

~ 
5 53 16 32 

10 73 10 l7 

m 
5 56 ~ 27 26 ~ 13 18 ~ 13 

10 52 t 22 33 ~ 9 15 ~ 13.4 
15 51 t 12 30 t 5.6 17t 9 

20 37 ~ 1 36 ~ 3.8 27 ~ 5.6 

~ 
22 t 14 43 t 14 35 t 34 

10 35 20 44 

• El porcentljt de recuper1cl6n es 11 rehci6n entre 11 htll0globtn1 en el •: 
dio y 11 ht1110globlna total de la -•tra. u lectura se hizo 1 541 1111. 
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La cuant1ficaci6n directa se lleva a cabo en un solo paso, se diluyen los eri:: 

trocitos 1 :200 en el amortiguador en que fueron crioconservados. Los resultados 

se muestran en la tabla 4.2, en ella se tabularon los resultados que se obtuvi! 

ron con el mttodo de la hemoglobina. Al ccmparar estos nlores se observa cier: 

ta similitud, esto puede deberse a que a travh de la cuantlficac16n de heftl0912 

bina se puede Introducir un factor de error por ser una ttcnic1 •Is elabortda. 
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TABLA 4.2 DETEAMINACJON DE LA INTEGRIDAD CELULAR POR HEMOLISIS V CONTEO 
DE ERITROCITOS CRIOCONSERVAOOS A ~196°C V EN PRESENCIA DE 

114SO AL 1 OS, 

Concentr1ci6n de eritrocitos 
(SI en diferentes •rtigU1~ 1t11• ccb 

r11. 

!!! 
5 45 30 

10 39 27 
15 34 33 
20 34 f/IJC 

~ 
5 39 23 

10 41 sa 
15 26 2t 
20 35 llD 

!!!! 
5 35 :ez 

10 44 41 
15 fllJ 50 

!Y!!! 
5 32 • 

10 17 • 
!!! 
5 11 21 

10 15 u 
15 19 20 
20 27 fllJ 

!! 
10 llO 11 

• HB • s dt haoglobtn1 en 11 lltdto e ND• no 11 dtt1,.tn6 • 
b ce • 1 dt ctluhs tntegras, contadas por visu111zact6n •1 •tcroscopio. 
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4.2. DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE TRABAJO PARA LA CRIOCONSERV! 

CION DE LOS ERITROCITOS. 

Pira optt111tnr lis condtctones de crloconservacl6n de los eritrocitos es nec! 

sarto tomar en cuenta los factores que Influyen en 11 estabtltdad de 115 ctlu·: 

las CClllO son: a) .-orttguadores, b) conc1ntr1cl6n de erttrocttos, el crtoconser. 

vadores y d) t1111peratur1 dt congelacl6n. St no se CUllple con alguno de estos 7 

factores el resultado es la dtstrucct6n del erttroc1to y 11 Hblract611 di h1M7 

globtn1 11 •dio externo. 

4.2. t. SELECCION DEL NIORTIGUADOR. 

Siendo 11 ..arttguador capaz de tllptdtr clllb1os. di pH, unttlltl' 11 concentract~ 

di t6nts Htr1c1lul1rts y tstabt1111r la estructura celular es MCtsarto contar 

con un .-orttguador eftctente. Con aste ftn se seleccionaron 6 amrttguadorts 7 

que son DGV, AAD, GVISM, ~SAG, VIO y AA. tos rtsultados st ustran tn la tabla 

4.2. Aqu, st putdt ver que cuando se resuspendln los trttrocttos tn los ..,,.t! 

guadores DGV, AAll y HSAG st recuptraron 26 y 48 1 de cllul11 y 15 1 32 .1 tn los 

..,,.uguldores GVISM y VID lllbos por tl .. todo dt 111; cuando st haca cuanta dt7 

recta st obtttntn dt 23 1 62 1 y dt 20 1 26 1 rtspectiv•ntt. 

4.z.z. COllCENTllACIOll DE ERITROCITOS. 

St probaron COllCtntractonas dt s, 10, 15 y 20 1 dt 11 .. u .. en cld1 UllO dt los 

..,,.ttguadorts antes 9tlltfon1do11 los resultados st .,.stran en 11 tabla 4,z. 
Cuando st rtsusptndtn los trttrocttos tn DGV, AAll y HSAG 11 recuperact6n es en 

prllltdto ele 37.9 1por111 y de 3t.z 1 por ce. en 111 cuatro conctntractonas pr~ 

badas. Con cllulas 11 5 1 tn GYISM st recuperan 32 1 y en VID 27 1 lllb11 CUI! 

ttftc1d11 por ti .. todo ele 111. 
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Otra de lis car1cterlsticas 1demis de la recuperlclOn del mayor nínero de ert·: 

trocitos crloconserv1dos es la unt6n del virus de ~ al receptor de los : 

eritrocitos¡ esta unlOn se d1ter11ln6 1 tr1vts de 11 hem1glutln1cl6n, se tttu16 

por dtlut16n y se expreso cOlllO unidades hem1glut1n1ntes. 

Los eritrocitos recuperldos en el exptri•nto 1nt1r1or fueron los que st prob! 

ron, COllO control st u11ron eritrocitos frescos. Los result1dos 11 ... stran 

tn lt tabla 4,3, 
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TABLA 4.3. TITULACION DE LA HEMAGLUTININA CON ERITROCITOS CRIOCONSERVAOOS + 
(lllSO AL IOS) EN DIFERENTES AMORTIGUADORES Y A DIFERENTES CON· 
CENTRACIONES. 

Allort i guador 

llGV 

VID 

AA 

AAO 

GVISll 

HSAG 

Control de eritro· 
citos frescos 

++++ 

++++ 

++++ 

++++ 

++++ 

++++ 

Eritrocitos crioconservados 
( s ) 

5 10 15 

++++ ++++ ++ 

++++ ++++ ++++ 

llD ++++ ++++ 

++ ++++ ++++ 

++ ++++ ++ 

++ ++++ ++++ 

La tttulac10tl 11 11110 ut11hando Aul1tt1 COllO d11111111t1. 

++++ • 100 1 U11tdld1s 11tuglutin1ntes. 

++ • 50 1 untdldts 11tuglutin111tes. 

• 1111ativo. 

ND • no 11 dtttl'lltn6, 

+ • 1 ·196°C. 

20 

++++ 

++++ 

llD 

++++ 

111 

En 1111 11 obs1rv1 un lOOI dt lltuglut1nec16n con eritrocitos c01191l1dos al lOI 

en clda uno dt los 6 .,rtt9u1dores prob1dos. Con eritrocitos 11 5, 15, 1 20 1 

11 HA es dt 100 1 50 s dependiendo del _,rtt9u1dor en que son r1suspendtdos. 
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4.2.3. CRIOCONSERVADORES. 

Las condiciones que hasta el lllOllll!nto nos pemite recuper1r en prGMdio el 

38.55 s de eritrocitos y un 100 S de uni6n 1 rubeol1 son: eritrocitos 11 10 y • 

15 s resuspendidos en 1110rttgu1dores HSAG y MD, crioconserv1dor 11150 11 10 s y 

tt11per1tur1 dt •196°C. 

En base a estos resultados, 11 siguiente paso fue, ti lncr ... ntar la recupera•• 

cl6n de 11s c61ulas, para ello 11 prob1ron otros crtopr111rvador11. 

El crloprestrvador Juega un papel t1111 lt11pOrtant1 en la cong1lacl6n a baJ11 t•· 

peratur11 y1 que l111pidt 11 conc1ntracl6n txtr1c1luhr dt solutos 1xtrac1lul1r11, 

por lo tinto l1Plde 11 desh1dratlcl6n 1xc111v1 de la cllula. 

Los soportes apitados son los de tipo P1111trador y son Glicerol, PVP con peso 

•lecular di 20 000 • 30 000 y 3IO 000, lllbos reactivos al 10 s. En la tibia •• 

4.4. 11 9Ulstran los resultados. La 1110r recuperact6n 11 obtuvo con Glicerol y 

1rttrocttos al 15 s en ANJ, 11t1 recuperacl6n fue di 52 1, del 31 1 con 1rltro• 

citos al 151, resuspendldos en mort1guador HSAG. 
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TABLA 4.4. RECUPERACION DE ERITROCITOS CRIOPRESERVADOS CON DIFERENTES CRIO· 

CONSERVADORES. 

Concentract6n 
Ert troct tos 

Crtprotector• Alllorttgu1dorts 1 

Gltcerol HSAG 10 
15 

AAO 10 
15 

PVP (360,000) HSAG 10 
15 

AAO 10 
15 

PVP (20,000 • HSAG 10 
30,000 1 15 

AAO 10 
IS 

111150 HSAG 10 
lS 

AAO 10 
15 

• Todos los crtoprotectorts 11 usaron 11 10 s. 

b Los v1lor11 11 dlttl'lltnaron por conteo. 

4.2.4 TEMPERATURA Y OSllOLAlllOAD. 

Z Aecuper1ct6n b 

·196ºC ·4ºC 

20 o 
31 2 
14 o 
52 o 
o o 
o o 

o 
13 o 
t o 
8 o 
2 o 
41 65 
so 80 
58 '° 21 '° 

Un filttllO intento por tncr•nt1r 11 recuperact6n celuhr fue 11 dt llOdtftc1r • 

la t111Ptr1tura y 11 01110lartd1d del .orttgu1dor. Se tr1b1J6 a ~4ºC y los •r· 
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t1guadores a los que se les mod1f1c6 la osmolaridid (290 a 340 mOsl fueron HSAG 

y AAD. Los resultldos de la concentr1c16n del 5 i en experi111tntos 1nteriores -

fueron lllbi gUos y por eso se expert•nt1ron nuev-nte COllO se -str1 en 11 t! 

bl1 4.5. y se ve que di blJo porcentaje de recuperaciOn celular, por eso no se 

s1gu16 det1r111n1ndo su v1ab11idad y fue descartado. Tlllb1tn se .,.1tr1 el 1ncr! 

•nto dt la recuper1e16n cuando st congelaron los tr1troc1tos a •4ºC a la con

centrac16n dt 10 y 15 s tn lllbos •rt1gilador11. Sin lllbargo la mcltftc1et6n • 

dt 11 o•lartdld dt 101 •rttguldorts no tncr-nt6 la rtclflract6n celular. 

TAILA 4.5. UCUPEuclOll DE ERITllOCITOS ClllOPUSEllVADOS A OIFEllEllTES TDIPEllA• 

TllllAS Y COll llMSO AL 10 s. 

Conctntract 6n lltcuperact6n ISI 

s •1N°C •4°C 
HSM AAD HSAG AAD 

5 u 23 12 29 
21• 

10 41 51 65 60 
26+ 43• 

15 50 n ID 60 
n• 39• 

+ Los trttrocttos st conservaron aJustlndo la o•lar1d1d dtl •rttgúador 1 -

290·340 llOs. 

Con los erttrocttos recuperados tn el expert•nto 4 •. 2.4. se prob6 la HA dtl -· 

virus de rubeola. La table 4.6 11Utstr1 los resultados. 
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La HA es del 100 % en todos los casos probados. 

TABLA 4.6. TITULACION DE LA HEMAGlUTININA CON ERITROCITOS CRIOCDNSERYADOS A Dl 
FERENTES TEMPERATURAS • 

Concentraci6n de 
Eritrocitos (1) 

10 
15 

16 
16 

·196ºC 
HSAG 

16 
16 

·4ºC 
AAD HSAG 

16 
16 

16 
16 

1 El -rtigu1dor y el crioprotector se elt•in1ron por 11v1dos con Auletta. L1 
heillglutinina se titu16 con eritrocitos frescos y tuvo un tftulo de 16 unid! 
des h .. glutinantts. 

4.2.S. EFECTO DEL TIEMPO SOBRE EL PORCENTAJE DE RECUPERACION DURANTE LA CRIO·· 

CONSERVACION DE ERITROCITOS, 

En base a 111 condiciones expiri•nt1les en la tabl1 4.5. sin cMbi1r la os.ol! 

ridad SI prob6 el efecto dtl tilllpO dt 1lNctn1,fe sobre el porcent1,fe dt recllP! 

raci6n dt eritrocitos. Los M,forts porcenta,fts dt recuperaci6n en los diferen·· 

t11 perfodos SI obtienen con AAD 11 15 s a ·195°C (Fig, 4.11. De acuerdo a 11· 

tt r11ult1do SI prob6 n111v•nt1 el efecto dtl t1111pO dt 1INctna,f1 de O • 34 

df11. Los resultldos SI -stran en 11 figur1 4.2. Aquf tMbiln SI putdl Ollll!, 

var que 11 tftulo de h•glutinaci6n 11 del lOD s en todos los porc1nt1,fts de • 

recuperaci6!1. 

En la figur1 4,3, 11 pulde observ1r 11 heuglutinaci6n de eritrocitos cri~on·· 

servidos en dos diferentes perfodos con AAD 11 15 s a ·IKºC. 

El tftulo de !HA de eritrocitos crioconserv1dos durante 34 df11 en AAD 11 15 s 
a ·196ºC se -•tri en la figur1 4.4, 
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. Ftg. 4,3 C0111ptr1Ct6n de tftulos de 11 lliugluttntn1 

del vtrus de Nleol1 (HA), u11"'° erttro•• 

citos frescos y congel1do1. 

St 11111lecr ca.o crtoconservldor lllSO 11 10 1 

A,l·Erttrocttos crtoconstrVldos 11 15 1 en 

MD 1 •IKºc por 34 dt11. 

O,E·Erttrocttos crtocon11rvldos 11 15 1 en 

MD 1 ·IKºc por 17 dt11. 

G Erttrocttos frescos. 

C/,lfoControles respecttvoa. 

43 • 
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l'tg. 4.4 uttlt11ct6n dt Erttrocttos Crtoconstr· 

vados 111 11 lnhtbtct6n de 11 Htuglu·· 

ttnact6n. Las coh•as 1·6 contt1111n 

trftrocttos frescos, lis col1m1111 7·12 

trftrocttos crtoconstrvldos. 
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CAPITULO V 

DISCUSION 

Los eritrocitos de pollo recitn necido se u11n rutin1ri-nte en muchos libo· 

ratorios p1r1 111 pruebas de HA e JHA. El ti111po dt uso nor1111 de 11t11 cl· 

lulas IS 11rtdedor de 5 di~s llbi1111 cuando son 1lucenld11 en Alstvtr 1 4°c. 

DI 1hf que un1 de lis 1t•it1ntes peri 11 de11rrol10 de estas tknic11 son los 

eritrocitos. Un1 so1uci6n pira l1:r111t11ef6n· de 11t11.tkntc11 url1.11 •• 

criocon11rv1ei6n de los eritrocitos. 

Exper1Mntos interiores r111t11dos por 11 inresttgldor "11trvo1d l2511111str6 • 

que 11 DllSD tuvo los •jorts efectos crloprotector11 peri trttrocttos de po·· 

llo 1 un1 concentracl6n final del 10 l. En base 1 este reporte los pri•ros 

experiMntos SI llevaron 1 cabo congelando 111 ct1u111 1 ·1Hºc utnt11ndo •• 

COllO crioconservador 11150 11 10 l. 

En 11 tibia 4.1 se muestran los eritrocitos recuperados que SI congelaron 1 • 

diferentes concentreciones y en 5 .,rtiguadores. Los resultados que SI · .•• 

muestran 11 11 prcmtdio de 4 1xperiMnto1 que SI r111t11ron. El porcentaje • 

de recupereci6n SI cu1ntiflc6 por 11 tknic1 de htll0globin1 Hbtrld1. Sin •• 

llll11rgo 11 c11cul1r h desviaci6n 11t1ncl1rd y obttntr valores altos 1 4ot25, 

37t24, 35t34, etc. ), 11 reproduclblltdld de estos v1lor11 fue dtflctl, de •• 

1hf que SI opt6 por 11 cu1ntificacl6n di ct1u11s recuperadas por conteo di··· 

recto en cl•ra de Ntubauer. Resultados que SI muestran en foru ce11p1ratt • 

va con h de Hb en la tabla 4.2. 
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De las dos variables probadas que fueron las diferentes concentraciones de • 

eritrocitos en cada uno de los amortigu1dores tabllS 4.1 y 4.2 se observ6 •• 

que 11 recuper1cl6n 1111yor se obtuvo con MD 11 10 s. 

Los porcentljes de c61ulas rtcuper1d1S en 11 t1bl1 4.2 fueron prob1dos en 11 

tltul1cl6n de 11 h1Uglutlnin1, uHndo COlllO control eritrocitos frescos (ti· 

bll 4.3). 

Cu1ndo 11 prob1ron estos eritrocitos en 11 tknlCI de h1Uglutlntcl6n se ob· 

tuvo 100 S dt h1Uglutln1cl6n con c1d1 11111 de las concentnclones de erltro• 

citos en 11 -rtlgu1dor VID, y del 50 11 100 s en todos los dlús c11os; •• 

sin llb1rgo 11 recupencl6n uyor de eritrocitos fue con 11 -rt1gu1dor Mil 

y HSAG. 

P1r1 lncr-nt1r el porcent1Je de recuper1Cl6n c1lul1r 11 congel1ron los •·· 

rltrocltos 1 ·4ºc y ·lHºC en pr111ncl1 de Glicerol y PVP (lstl iilt1u di •• 

dos diferentes pesos 110lecul1r11 l CGllO crlopre11rvtdores (tlbl1 4,4). En •• 

estas nuev11 condiciones ninguno de los crlopreservtdores prob1dos f1vore··· 

cleron 11 rtcupertcl6n de eritrocitos, y1 q111 las cllul11 recuper1das en •• 

presencl1 dt Glicerol fueron de 31 y 52 s las .as 1ltas, 11 ut11l11rl1s en • 

11 tknlce dt h1Uglutln1el6n 11 unl6n 11 virus de rublol1 no fue posible • 

(resultldo que no 11 11111str1 en 11 tabl1). Con respecto 1 11 PVP 11 recupe• 

r1cl6n fue •nor del 13 s y 11 taper1tur1 de ·4ºC en todos los c11os provo· 

c6 11 dtstruccl6n tot1l de los eritrocitos. 

Este •hllO efecto 11 ob11rv6 cu1ndo 11 llOdlflClr 11 01110l1rld~ de los -r· 

tigu1dores HSAG y AAD 1 las dos tempenturas 1ntes mencion1d11 (t1bl1 4,5) • 
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11 recuperecl6n de eritrocitos fue sl....,re •nor c¡ue en las condiciones ini· 

ciales de expert1111nt1c16n. 

Siendo 11 recuper.ci6n •nor con este nuevo c.iito, únicM1ente se probaron • 

en 11 ttcnic1 de HA los eritrocitos recuperados en las condiciones nol'llllles 

de experl•ntlc16n y aquel)os recuperados • ·4ºC, obtenltndose un 100 1 de • 

11 heuglutlnecl6n tn todos los c1sos (t1bll 4.6). 

El siguiente paso dt Hptrl9tllt1Cl6n fue el probar el efecto del ttapo dt • 

1l111Ctn1j1 sobre 11 porcentaje dt recuperecl6n de eritrocitos¡ pan 1110 se 

trab1J6 en 111 condiciones 1111stndes en el exptrlMnto interior sin modlfl·· 

car la 01110larid1d (Flg. 4.1). E\ tiapo üxl1111 de alucenaJe fut de 30 ••• 

dlas y los porcentlJts uyores se obtuvieron cu1ndo se congelaron 111 ctlu~-

111 1 ·lHºc al 10 1 15 '& en AAD. 

En la flgur1 4.2 11 11utstr1 nuev.-nte el efecto del tllllPO dt al111Ct11aj1 •• 

sobre el porct11t1Je ele recuperecl6n Onic•nte con eritrocitos 11 15 '& t11 •• 

AAD con 11150 al 10 '& 1 ·196°c y en fol'llll p1r1lel1 11 utlll11cl6n dt 11tos e• 

ritrocltos en la tknlc1 de h1Nglutlnecl6n en 111 diferentes etapas de 11~· 

111Ct11•lento, siendo en ceda uno de los usos dtl 100 '& (Flg. 4.31. 

En la figura 4.4 11 llutStran los resultados de los eritrocitos crloconserva· 

dos probados en la tlcntca de IHA, usando cOllO control eritrocitos frescos. 

COllO st puede observar se obtltnen resultados st•tlares con eritrocitos crlo· 

conservados COllO con eritrocitos frescos. Los titulas de anticuerpos son I· 

dlnticos. 
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CAPITIA.0 V 1 

CONCLUSIONES 

Los resultldos obtenidos en el presente trabajo, nos ptl"lllten concluir que: 

l.· LIS 111jores condiciones par1 crloconstrv1r los eritrocitos de pollo re·· 

cltn nacido fueron: 

al Eritrocitos concentrados al 15 s 

bl llllortlguador Mii 

el Crloconservador lllSO 11 10 S 

dl Tt11ptratur1 de ·196°c 

48. 

Est11 pel'llltleron 11111 recuper1cl6n del 39 S dt eritrocitos con lllllbr1n1 celu· 

lar fntegra. 

2.· Los eritrocitos crloconservados sustituyen 1decu1d.ent1 a los frescos en 
•' 

una prueba de HA rutlnarl1 'I en la prueba dt JHA. · 

3.· Bajo tstas condicionas dt aluc:tn•ltnto se dispone dt eritrocitos para 

11tas tknlc11 durante llis dt 34 dfas. 
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