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IRTRODUCCION,

los mumerosos estudios realizados & la fecha-
en diversss enformedadce nefrolégicae,noe han demostre-
de la intervoncifn del cietems de complemento em su o~
tiopatogenia, por lo quo la detsrminacién cuantitative -
del complozonts on ol suore de eatos paucicntes,ss de -
gran utilided pura su dingnoatico.Con 8ots fin oo hep -
ideado varion nf%odoo todos ellon basados on la reaccién
de "fijacidn de complemento®,que consiste en provocar la
hemfilicie de loo eritrocitos de carmero sensibilizadoa -
con sus corraaepondientas anticuerpos al oncontrarse en -
proaencia de ol complemento total.En vieta de que esta -
hendlislo puede ser modida en grados variables;es la ine
toncién da oot tiubajo doterminar sl es indiferente le-
eplicacidn ofintco prdctica del médtodo que tomando como-
punto final ol 1004 d¢ hemélisiso o hemblieis total,como-
substituto en el laboratorio de rutina del método que —
utilizh como punto final el 5U% de la hembéliois 4o los—
eritrociton.Yu que cote método es mds complicado que el-
primero se procedid s determinnr el coeficiente de corre
lacién de louo dos métodov.ios métodos,y los resultados -
que e obtuvieron se¢ dan en el desarrcllo de este tra-—-
bajo.




CERERALIDADES,

Loe conceptos actumles {1)aobre le naturew
leza ¢ funcionce 4el complemente (0') parten de tres
perfodos principales do inveotigacién,encabosslos -
por Perrata on 1907,lits y Coca om 1914 y Gordon on-
1926,106 cusloo indicaron que ol complomsnto intets
venfa on varioco eisteszss inmunee ¥ denostyaron que =
la he=flicio de loe eritrocitos de carnoro senoibily
zadre por ol anticuerpo,requerfan de 4 fracciones de
guers porcal.

Pogeteriorzonte,Plllenos sn 1943 y Bcker en
1348,introdujeron le aplicacidn de procedimientos =
quimicos parn el fruccionamiento del suero normal ¥y
el método cuantitativo para la medicidn de fraccio——
neg proteinicas que conntituyen ol m4todo do medi —
cién del complemento hemolf{tico & base de precipiti-
nan (Heidelberg y Mayoer 1948),identificandose los 4-
componnates del complemento entonces conocidost'l.-
C'Z,C'B,C‘é.ﬁ'ouwriomente zo conocib que el C'3 0g—
taba formado por seip componentes que previamente se
conoideraron como una subptancin simple,eabibndose -
actualmente que el complemento total eontd constitui-
do por 9 protefnas pertenecioentes a le fraccién de -
lae beta-globulinna,poseedorns cads una de un alto -
grodo de pureza funcional y w. grado de pureza fun-—
cional y un grude pobro Jde pureza quimica (2).

Hata la fechn ne coroce que sédlo 108 CuB~—
tre componentea (C* ,0'2,0'4,(,"}) ge requieren para-
fagocitonis ¢ i:umunoadherenclis que habi tunlmente ~—
son cenviderndon como parde integral del mecanismo =
de defennaMientrun que los nueve componentes pare-—
con ner necesarions parn los mecunismos citotéxicos y
vitol{ticoue, o que jolr{n tener tnterds leude ol pun
to de vista de waplant o, fendmenos de hiperecnsibi
111nl retardadn y enfermodades sutoinmines. )




‘ As{ pues podriamoe definir al complemento~
como el conjunto de beta-glodbulinas que actuandeo de-
una manera perfectamente e .ncronizada en tiemps ¥y en
secusncia slompre igual,intervienen en macanicmon in
munoclégliooo que se deearrollan en loo goros vives y-
qus intervienen en loo mescaniamon de &ofcmsa ¢ blen~
en los fendmenoo do autodestiucoida,yn szo por exage
racién del mocaniemo de defensa como em la glemezulp
nefritiec huzans,o bien por citolisic propia,comd eb-
lap onferesdedea autoinmunsce (lupus erltomatoso,tne-
piao hozolftican,oto,).Bn vista do la facilided pare
el reconocimiento del fendmano &o lieis a nivel de -
los eritrociton,entos han sido ussdoe dsede hace (3)
tiempo por modio de la prueda de "fijacidén de comple
mento”,para tener un {ndice aproximado de la ocanti-—
4e4 exiotente do complemento total.

la prueba de "fijeciém de complemento ec—
"tudiada o partir de sritrocitos de carnero sensibili
gados con homolisina de conejo (EA) ee resums en el-
esquenn sigulonte:

£ = Eritrocitos

C'l 2,3 ete.” Componentes del complemento
L} 1 -

A = Anticuerpo .
EA= Eritroocitoe senaibilizados

l.- & + A > EA

-
2.- EA + C'y ca’ 5 EAC'y
J.-EAC') + C', 5 BACYy

X R
4,- l‘lAC'l" + C':,E Mg 3 LAC'1'4.2

reaccidn reversiblos

hem EACH) , o oU' —» BAC'1 4,2, 30




© 8= BACY) 42,30 + ©'3p #41,4,2,30, 30

Tem BACY) 4,2,36,30 ¢ ©'3e——dFAC'1 4,2, 30,30, 3¢

Bo= HACY) 4,2,3e,30,30 * O'3e——3PAC'1,4,2, 30,30, 3¢, 32
9e= EACY) 4 5 30,30,30,32 ¥ ' 3a——pFAC’1 4,2, 30,30, 36,32, 30
10e= BACY) 4 = 30,3, 30,3838 * ©'38984C"1,4,2,30,30, 3¢, 32, 38,34
10a= BAC'Y 4 5 30036, 30, 3¢, 0, 3ammndiEHOLISIS.




MATRIAL Y HETODOS8;:

i naan

8o determind ol t{twlo do complemento hemoliticeo
on 156 enfermom con glomsrulonefritis sguda o ordénica y en
31 coniroles loo cuales estuvioron constituidon por indivi
duoe canos.BEota dotormdmnoidén e hizo aplicando Bso Mto-:
dop e foren comparativa,unc basado on la hemflisis al 50%
¥ sl otro en la hemflieis al 100%.

¥aterial de vidrioerie
Pipstas de Khan gradundse en centéoimas,
Tuboe do onsaye de 12 por 79 y de 10 por 75

Gradillias netdlicas

Befio Maris o 37°C
Eepoctrofotfmetre Coleman JT,
Contrifuga intermacional
Contri{fuga Refrigereds

Henctivos

1,-Solucidn de Algever

Pér=ule

Glucoua.....................2.05 &
Citrato de 60840escessnnsssc0eB &
Clorurv de sodio............0.42 g

ngmcidn:
En un matiras aforudo de 100 ml disolver estas —
substanciau,utilizando el agua necesaria para afora el WO—

lumen del matraz.

2 .—émoru&gdor

pérmle
Cloruro de ﬂodio.......--.....o.83.8 -4

Ccarbonnto dcido Ae 20310cscssnss 2.528




Dietil bdarbiturwto de 86d10c46ee30 g
Acido dietil barbiﬁr&OOooooooco‘os 8
“ 012! GKQOQooocoooaoooon.oun.ollo 8
Ca Clzl zuzebo.-moo_auooaooooooooOOQ 8

Freparacidn:

Disclver las dltizse troo eubotanciss en 500 ml
de sgua deotilonda y callents,agrogar los otros tres,previa
- mente disusaltios en egua Zria,y llevarlos a un voluesn do =~
2000 =l ajustando el pi a 7.6,

Fota:Pare pu uoo ge hace una daslucién 1:5.

j.~Hezolieina de carmero glicerinada y t1tulads 1~
a 1000 4e loe laboratorios liyland.

4,48r4 troci ton de_carnero

Preparccién ¥ copservaciént
a.-Proparar uns guspensifn al 50% de eritrocitos -
de carnero on solucién de Alpever.
b.~-Conservarlos on ol refrigerador & 4°C.Retos eri
trocitos gGo pueden utilizar todo el tiempo que persansescan
gin alteraciones: lessrrollc de contanminantes y sin hemoli
BAT.

c.=Tozmar 1.0 =l de la suopensidén de eritrocitos de
carnero (ol 50% en Alsever)y verterlos en un tubo grande =
de centr{fuga de capacidad de 10 ml.

d.-AgTroKar amortiguador ai1ufdo 1:5 y con P8 do To6
haeta completar ol volumen del tubo,

e.~Centrifugar a 2000 ypa durante 10 minmatode.

f.-Separnr el gobrenadante y repetir eeta operacién
cuantas veces sea neceesrio para obtener un sobrenadante 1in
coloro,y congecusntemente un paquete de eritrocitos limplo.




NETODOS.

L=TITULACION DEL CQIPLEMERTOC AL 100% DE HEMOLISIS.

1.~flacer una dilucién dol suero problema,poniendo 2,0 ml
de azortiguador con 0.,% =l del vuero problema,mesclando va-
rias veoed eon 1o cdors pipota pare honogoneicare

2.~Proparacidn de critrocitoo sensibilicadoo:

a.-D2 loo eritrociton do carnore proviamento lavadosy
tozar 1.0 =1 del paquete le oritrociton y agreogar 19.0 ol -
de amsritigundor en un estrar de S0 ml.

b.-For ctya parte en un tubo de ecnsaye oe ponen 20 lan
42@ do hemolieina de carasrv tituleda 1:1000 y 20 ml de amog
tigundor,

c.=ls hemolioina as{ preparada ve pasa al matraz que-
contiens los eritrocitos de carnerv,menclandoss perfoctamen
te y dejandons repesar durante 30 minutose.

}.-Funerar une serie de 10 tubco y medir en ollos el mue
rv problama,azcrtigundor ¥ er.irocitoe pansibilicados cegun
se indica en el silgulente cuadrs.

Tubo 0 y & > 6 1 8 .9 .10

| Y

§
Suerc pro- «

! :
i

1“1-50.([‘.1 } i |

S
O

|
~ ]
L i , : X N i
blema d1—— | ©,0210,04 u.Q6*C.C&EO.10‘?.12;0.144b.16%0.18!0.2o
T
i

i
i
+ Y
T : 1 i
i
i
/

:-:g'r?}'c)— ST L AR A IR O.lf’g’.i.l'.,f"0.0B-L).Oé U.O4i'300210o‘\)0
(ml: ‘ : ;
--.,-....__L_ ----- e = +

v ' i ; : ; ' |
y  Aritrocitoe ! - ! i .
. eenaibiliza L,2 1.7 [D. -

. doe.{como - ; :

en 2} (m=i) . : i : . ; i

54
4.-Agitar parn perklar perimctanenie.

“o o te AgUA B :7°: lumnte 10 zinutos.
§,-Inc.tar en salo i ;




Gewfacar dol bafio do agua y centrifugar & 2000 rpm &3
raste ) minutoos.

!'hterpretaoién.

fecr 1o licis obtonidn on loo 10 tuboo &Fa
tmoidn oo hard de la ciguionts manera,y do acuerdo com ~
108 velores representados en la siguiente tabla,

Tubo Unidades
lew . 250
2. 12%
o= . 8343
4,~ 6245
Sem 50,0
6.~ 41,6
To=__ 35.7
8.~ .2
9.~ 27.7

10.~ 10.0

tjemplo;3i la hemflisio oo presenta desde el tubo nr#-
mero 4 se reportarén 62,5 unidedes de complemento,y esi-
suceoivamente.BEn capo do qua no hayd hemfliois eon ningu-
no de los dies tubos se reportard #10 unidedes de comple
mento,que comprenderdn loo valoree del 1 u1 9.

11 . #TITULACION DEL COMPLEMNTO AL 50% DE HEMOLI SIS.

l.-Sensibilizar loo ori trocitos de carnero con hemoli
sinn al igual que en el método al 100% de hemélieie.

2.-De los eritrocitoso pensibilizados tomAr 4,0 ml ¥ ~
agregarles 1.0 nl de amortiguador.

j.-Hucer dos diluciones del suero con amortiguador —
una en proporcién 1:20 Y otra en proporcién 1:40,

4.-Con estas dos diluciones se montaran loe tubos 4,9
6,7,8 y 9del cundro wp«, ponioendoee lue cantidades de —

2]




reactivoes que all{ se indican,quedfindonos finalmente doe
soriss de sele tudbosjuna correopondients a la 4iluvoidn -
1120 y 1a otre correspondiente a la diluoién 1:40.Betag-
doe soriee de tubon tienen cantidades igunles de los di-
foerontes resotivos difiriendo eblemente en ¢l uso de una
u otra dilucidnm,

Rotatlos tuboo 1,2 y } del miexo ce2dro sirven pizd -
las doo ddlucionco.

§ H,0 Eritrocitos Amortigus | =l.de se3 | Bolu-
: Daﬁtg ooneibiliza | dor.(1:57 | ro prodlg | cidn-
Tubo ¢ lada, doe.gcono - (ml) =a,Dile, gali-
o(ed) en 2) (=1} 1:20 8 1:40 | na.(ml)
|
1 1004 lisic 1.7 Ced - - e
2 0% liels - 0.3 1.7 - -
3} Rlanco - - 2,0 - -
‘ - 0.3 - 1-0 007
5 - Cel 0.2 0.8 0.7
6 - 0.3} 0.4 0.6 0.7
7 - 0.3 006 0.4 0.7
8 - 0.3 008 002 007
9 BRlanco 1.5 0.3 - 0.2 -
CUADRO "B"

5.-Una vez que ve tienen los tubop con 8u8 regpeativas di
lucionou,agl tar para mezclar o incubar & 37°C volviendo &
agitar ouda die: miuutos o lo largo de la incubacidn.
6.-~Sucur lel baflo de agua y agregar 0.7 ml de solucién sa
lina frfa a cada tubo para conpletar en todos ellos un vo
lumen de 2 nml,observandose que los tubos 1,2,3 ¥y 9 ya tie
nen este volumen,como se Ve e:n el cuadro "B".
7.-Centrifugnr todos lous tubos menos el de 0% de lisie,en
centrifuga refriy,vrada a -4%c durante 3} minutos.
§,~Decas. tar los wobreandantea @ celdillus Coleman y leer-

9




'8 550 milismiores de longitud de onda.Previamente llever a
oexo el aepectrofotbmetro Coleman Jr. con el blanco No.9.

FotaBEL tubo Ho. 3 eoirve para ajustar a 100 el espec—
srofoténa tro.

Bl bhacho 4o usar doo dilucionee se hizo con el £in de=
choonr con £fo oxmetitud el mitodo,cupucnto gquo como e -
verd mie adalente (caleulos)eon los ¢8cos en los que las =
unidaden 4o complemanto,sdionidnc con lozo volores de la -
1:20 y loo obtonidos con los valores de le 4iluoidn 1:40-
aifisran en pocar unidades,ontonces se cacard uns medis -
eritadtica ¥ el resultado do §sta serdn lap unidades do -
complomento que oo reporten por eote método.

10




Calculooe.,.

BSe tomn la leoctura del tubo nimero 1 que COwow
rreoponde a una livie al 100%,c partir de eota lecturd =
ge hacen los cfliculoo con lep lectuwrne do log tubos 4,5,
6,7.,7 8 pars eacar el % do cada una 42 éptasc.Eotos cdlcn
loe se hacen tanto para la dilucidn 1:20 como para la 41
lucién 1:40,20f como la lectura del tubo Fo. 1 e usa p2
o gacar les % de laus dos diluciones.Elomplo:

™bo Ro.l = Loctura = 540 Unidodes de Densidad Optica

(Do)

- 100% Lieis,.

D11, 1:20 Dil. 1140

Tubo Do 4l{ioie Tubo DO ART T

1.- 510 94 1.~ 494 91
2.~ 500 92 2.~ 436 80
Jo- 422 78 3o 381 70
4= 395 7 4.- 270 50
5.~ 275 50 5 .- 18 7

Eotos valoreas se grafican on una escala porcen
tual y nemilogar{tmica,teniendo en las coordensdas los %
de hemélieis y en lav aboscioas el volumen del puexro pro-
blema,uniendo loe puntos en la forma que se ve on la grd
fica que representa el ejenplo anterior y que 86 encuend
tra en la pagina siguiente.

Una vez trazada la tendencia de la gritica se-
busca la hemélisis al $0¢ y se ve a que volumen de guero
provlemn corregponde.rara poder obtener las unidades de-
complemento al 50¢ de hemélieis se aplica la siguiente ~
férmla:

U de C.H‘)O = 1 x Diluoién

e




: Subetituysndo on la férmule loe valores de el
. @§emplo que noo ocupa tonemos:

Ude Clpyeom 1 = 20 = 90
.22

v 1 =z 40 =88
NE

Como yu oe indicd cou el objets de cheosr nues
Lo mftodo we hizo simultancapente la dilucién 1:40 ds =
todos loe susroc problezs, tomando uns medic aritmftica -
de loe rasultados obtenidoe,en ol caso de que estos fue-
ran ligeramente diferontes,y repitiendo todns los dster-
minascionog cuando la diferencias en los resultados no fug
ra rosomablemente coincidente.Por consiguilente en nues—
t7o ejemplo las unidades de complemento C'HSO ser{an 89,

12
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RESULTADOS,

Como ge vo on la grdfica Fo.l el 96% de log in
dividuos se encontraroa con cozplemento bajo al 100% de-
hemdlicio (C'mw),lo cual ¢p debido a que en sosa gxéry
cs eflo ee truta de cosos de individuos afectados de elg
asrulorofritis, enfornedad en la cual ya oo oconocido Q-
ocursa con hipocomplezsntemia (4) (5).

3s copsideraron cifras normales,les mayores de
50 unidades de complezanto (C'moo).

En la grdfics Ho.2 t0dos loo 02000 0O ONCRSD
tran con cifres normales de complemento,puee son dotorml
naciones hechaos on individuos saros.

la grdfica Ro.) noo rovela qua &) 95% de loe -
cagoe aqui graficados oe encontyaron con oifras 4o comew
plemento Walo,al S04 do herxblisis (0'350),91 5% reatante
oo encontrd con ecifrus de complezsnto nors=ml,coinoidien~
do casi exactamento con los resultados do ls grdfics Hool
en donde pe ostudid o los miemoo pacientes considerando-
cifras normulen las mayoree de 150 unidados,

la grdfica Ho.4 muy eimilar en resultados & la
grdfica Xo.2,nos meastra a todos los controles dentro de
las cifras normales do complemento al 50% de hemflisis,-
con cifrus nfnimas normalee de 151 unidedes,

Rota:Los valoras graficados se encuentran re—
presantudos en la tabla "A",

Los vulores eotadfoticos resultantes de la cog
pareocidn de el total de determinnoiones (controlee y no-
frépatas) de Cluso ¥ Cipoo 9° ropresontan en ol cuadro-
"C* pare ambos cupsos.Como Be ve en eute cundro obtuvimoe

up valor le p menor que 9.0G0Ll,




REFPROPATAS,

 DEYERMINACIOR DEIL COMPLEMENTO HEMOLITICO AL 508 Y 100%
: B2 187 INDIVIDUOS (i56 WEPROPATAS Y 31 CONTROLLS )

; UHRIDADRBS URIDADES
 Ko.DB ®*ns0 No.DE ®'moo
¢AS08 CARCS
19 0 & 20 6% 540
a2 21 a 40 0 10,0
17 1 a8 60 1 27.7
18 62 a .80 2 11,2
22 82 & 100 23 35.7
27 101 s 120 18 41.6
43 121 = 140 7 50.0
8 181 & 160
0 Hayor de 18
SmA 156 : 156
CONTROLES,
URIDADES URIDADES
Ko.DE C*ss0 Ko.DB “moo
CAS0S CASOS
0 o a 150 17 50,0
1 151 a 180 3 62.5
4 161 a 170 8 83.%
7 1 e 180 3 125.0
10 181 =@ 190
i 191 a 200
2 201 a 210
sma 3 1

TABLA "A® .

[
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CUADRO®*>Q®

CAILUIO DE p EN LA DETERMIKACION DRL
CCHMPLEMERTO HEMOLITICO AL 50 Y 100 &

{1%6 HEPROPATAS

Y 31 CONTROLES)

VALOHRS 804 o004 ,.
HEFROPATAS CORTROLES REPROPAZAS
= ~ e
B o 156 k33 156 k3 |
2 = 8353 182a7 2102 6701
L ‘3:9 121 15.6 2306
Z e 3.9 2.2 1.3 4.2
-5 . 4.1 4.4
?1.. 22 ™ 23.8 10.4
- X,
P £ 0.0001 0.0001
K66
n =« Rimero de¢ obassrvacionen
2 « Promedio arttmético

s Desviacién estandar

’_?4'_3'“ (1]

s Error por azar del promedio aritmético
%, = Error de la diferencia de los promedios
-

- i2 = Diferencis de los proaedioe entre ol error de la dife-

X

i
[

rencla,

P = Probabilidad 46 error

18




CORCLUSIONEKS.

Se cozprobd una ves mde lo encontrado por otroe au-
toxroe (4,5) que el complemento hemol{tico oe encuentira en ci
fras mds bajen en algunao nefropatieas resultante de un proce
es inmunolégico como la glomorulonofritio aguia,y algunoe“ea
200 de glozerulonefrities ordnica, h

Ia coxparacién de la determinacién de coaplomento~
hemol{tico ml 50 y 100% 4e hermélioio mootrd que ambas téemie
cas son eimilares,sunque o todos es copocido la mayor exzc
titud 49 la pripora,poro cozo yo hadfamos comentndo al inf-—
cio do oste truadbajo la mayor facilidad y monor neceaidad de—
inetruzmsntal de la determinacién al 100% dec hemdlisis nog —
higo emprender la comparacidn de los dos ndtodos y llegmmoo~
& cosprobar que deede el punto de vieta de la exactitud gue-
rquiere al trabajo clinico de ruting es indiferente el em=—-
pleo de las d0a t4cnicas ya que loe recultados obtenidos en
ambag zusstran un valor de p < do 00,0001 (cuadro °C%),

Kl coeficients de correlacién (r),entro loo dcs =f
todeé Ge encuentra roprenentado por las liness de regresidn-
en la grdfica No.%,y oo do 0,06% o sea muy corcano a 1 en &=
donde las doa técnicas serfan iddnticas.Xsta oo una COBPI—
bacién =ds de ln eimilitud entro los doa mdtodoa.la grdfice-
de correlacidén now ensefin tambien que en las letermintaciones
hechns por ambos métodos cuyop rosultadoa eean dajes,la ainy
litud ce =mde grunde y por conatgulente la probtabilidad de o=
rror 8o minima y dospreciable.Bs mds cstumoon convencides de-
qQue esata grdfica puede wser usada parm traspolay las urtdaldee
obtenidas al lvui Jo homélieio a untdnles te cemplernvuts Al-

YO% da hemélisio,

0 oconclugién la teterminactdn de \",;,‘\‘ Y ‘”‘i‘.\\‘
on similar en Lolna anjuellon padeciatentive an Aecte 2 ey
hipocurplemententia y poniblements an agquellon su derede asie
te Mpex‘cuaplu:mntnmln,ut Aot eo muy tm evlanie, Ua o

. : lel ] LY e
cidédr on untiantve de low don wd todos no servia yalsloie vw \""



lav linsas de regresién en esa parte de la grdfica se abrea
efo,poro 2o exists la Po2idilided (p < 0.0001 ) do oncon =

trer oifrae do ocmplemento bajo por un método y elsvado por
olre o visceverea,
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