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0BJETIVO

La fnhibicién de Ya hemaglutinaciin es el procedimiento mis comin para diag--
nosticar 1a infeccidn por rubeola, Ests técnica requiere eritrocitos de po--
170 Tos cuales deben utilizarse frescos ya que no existe un procedimiento --
establecido para almcenarios' y conservarlos sin que plerdan su reactividad -
para la pruedba. Las soluctones preservativas anticoagulantes como la de. -

Alsever solo permiten su preservacién a corto tiempo, por 10 cual e] objett-
k vo de este trabajo es estudiar las condiciones dptimas para almacenar y con--
servar los eritrocitos de pollo recién nacido durante largos periodos de tiem
po.
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CAPITULO 1.
INTRODUCCION

Una de 1as principales preocupaciones del hombre ha sido el combatir rédpida,_
eficiente y oportunamente las enfermedades que a través de los siglos ha su--
frido la humanidad. Los grandes estragos que han causado estas enfermedades

se pueden constatar a través de la historia.

Las estadisticas demuestran que han sido frecuentes las infecciones provoca--
das por virus, dadas las caracteristicas geogrificas del medio ambiente, his- .
toricas, etc. del pafs, 1legando 2 casos de infecciones populares como son --

1as epidemias,

Dentro de las infecciones provocadas por virus tenemos las exantemliticas, o -
sea, las que se manifiestan en Ta piel como erupciones, dentro de éstas estén

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

Uno de los virus que ha afectado a los mexicanos, es el virus de rubeola, Se
estima que en Ya Ciudad de MExico e! 50% de Yos individuos entre 18 y 20 --
afos adquirieron la infeccidn naturalmente y poseen proteccisn inmune; si un
10% de 1a poblactdn adulta es susceptible a 1a infeccidn, suponiendo que en
el D.F. existieran 10 000 000 de adultos 1 000 000 serfa susceptible a la -
infeccién de 1a rubecla, como podrd observarse representa un porcentaje impor

tante. (28) (30)
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Otro aspecto importante con respecto a 1a infeccion rubedlica es su capacidad
teratogénica con un riesgo de 80 % de maiformaciones en el feto cuando la -

madre se infecta en los tres primeros meses del embaraze, {21)

En e) laboratorio c¢linico se han efectuado diversos estudios sobre las técni-

cas mhs adecuadas, efectivas y aplicables para diagnosticar 1a infeccidn del

virus de rubeola.

Para efectuar las pruebas de disgndstico de 1a rubeola se han seguido diver--
sas técnicas como son: Neutralizacidn (NT), FijaciSn de complemento (FC}, -
Hemaglutinacidn indirecta (HI), Aglutinacion en 1atex (AL}, Inmunofluorescen--
cia (If), Radio inmuno ensayc (RIA}, Ensayc inmuno enzimitico (ELISA) e Inhi-
bictdn de 12 hemaglutinacidn (INA). (32)

La IHA es 1a mis comunmente usada y hasta el momento es la técnica de referen
cla, Esta técnica requiere de antigeno, suero prevismente tratado para elimi
nar inhibidores inespecificos de la hemaglutinacibn y un reactivo perecedero

que son Yos eritrocitos frescos, éstos pueden ser eritrocitos humanos tipo --
*0" o eritrocitos de polio recién nacido. Una de Tas Timitantes de esta téc
nica es que ha sido un problema &) almacenamiento y conservaciSn de eritroci-

tos frascos por mis de 5 dias,

Las pruebas de HA e [IHA han sido usadas para detectar antigenos y anticuer-
- pos de) virus de rubeola respectivamente.

Los eritrmiios usados en pruebas seraldgices presentan prablemas de almacena

miento pars e} dhgﬁosta y ¢} investigador. Las soluciones preservativas -
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anticoagulantes como 1a solucidn de Alsever son Otiles solamente para almace
namiento a corto tiempo; bajo estas condiciones, los eritrocitos muestran una
tendencia para retraerse, hemolizarse y perder reactividad; por Yo cual, un -
procedimiento prictico de almacenamiento por tiempo prolongado facilita ol la

boratorio el uso de eritrocitos.

Para 1a crioconservacidn de eritrocitos de pollo, se desarrollt el método des
crito por Myhrvold para la cricconservacibn de eritrocitos de carnero, ya que
este sétodo parece minimizar o eliminar las dificultades arribs mencionadas.
(22) ‘

Lo crioconservacidn de eritrocitos de pollos recién nacidos fue probada. Las |
variables experimentales fueron: diferentes amortiguadores, diferentes concen
traciones celulares, algunos crioconservadores y dos diferentes temperaturas,
ademiis de variar la osmolaridad de los amortiguadores.

Se establecid cuales eran las condiciones Gptimas para la crioconservacién de

Tos eritrocitos en base a las variables anterformente mencionadas.
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CAPITULO 11

GENERAL IDADES

2.1.  GENERALIDADES DEL VIRUS DE RUBEOLA.

2.1.1. ANTECEDENTES HISTORICOS.

E1 virus de rubeola, diitrlbuido en todo el mundo, causa enfermedades endémicas

y epidémicas siendo e) mis leve de los exantemas virales comunes.

La magnitud y severidad de 1a morbilidad han motivado la realizacién de exten--
sos estudios sobre rubeola y esfuerzos a gran escala para prevenir Ia infeccidn

a través de la inmunizacidn.

La rubeola fue primeramente descrita en 1a literatura inglesa en 1815 por Maton,
quien sefald sus caracteristicas que la distinguen de la fiebre escarlatina y -
sarampidn (19). La misma enfermedad fue descrita durante los inicios del siglo_
XVIII en Alemania por DeBergen, pero recibié poca stencidn hasta que los brotes
en otros continentes fueron notados a mediados del siglo XIX. Veale, un ciruja
no de la fuerza britinica trabajando en ta India, 1a Vlamd “rubeola”. Smith ---
{primer profesor de pediatria en ) Hospital Bellevue) fue el primaro que des--
cribié 1a enfermedad en 1a ciudad de Nueva York en 1874 después de observar un

brate en una guarderfa (34)

Como una enfermedad leve en nifios, 1a rubeola recibid poca atencidn hasta el re
porte en 1941 por Gregg, oftdimologo australiano, el cual mostrd que 1a rubeota

en etapa de embarazo induce defectos fetales severos. (8)
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En 1962, dos diferentes grupos de investigacion reportaron el aislamiento del_
virus, utilizando cultivos celulares, (29) {41)

En 1964, 1a devastadora epidemia ocurrida en Estados Unidos, reportd 12.5 mi-
1ones de casos de los cuales 28 410 fueron de daflo fetal congénito, Desde en-
tonces se considera a la rubeola como un problema de salud piibiica, lo cual -
ha influtdo de manera directa en el desarrollo de vacunas y técnicas de diag--
néstico de laboratorio. (5)

2,1.2. CLASIFICACION.

EY virus de rubeola se encuentra clasificado en la familia Togaviridee y es -
¢} Unico miembro del género rubivirus, (39 (40)

2.1.3. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES ¥ MORFOLOGICAS.

E1 virus de rubecla contiene RNA de cadena simple. Estd compuesto por tres pro
tefnas estructurales denominadas E;, Ez y C con pesos moleculares de 60 K, 47K
¥ 33 K respectivemente, Las protelnas £ ¥ Ez son glucoproteinas que se encuen
tran unidas a la envoltura Vipidica, C es una proteina no glucosilada relacio-

nada con e RNA infeccioso, es la nucleoproteina. (27) (39) (40) (Fig. 2.1)



Fig. 2,}  Microcospfa electrénica del virus de rubecla obtenida por -

gradiente de sacarosa.



Algunas caracteristicas del virus de rubeola son mostradas en Va tabla 2.1, -

(13} (16)

Forma:
Acido nucleico:

Envolturs:

Coeficiente de sedimentacién:

Densidad de flotacidn:

Estabilidad de pH:

Destruccion de infectividad:

Temperatura:

Esférico, 50-70 nm de didmetro, con una o
mis protuberancias periféricas,

RNA, cadena simple con peso molecular de -
3.5 x 108 daltons.

Tiene envoltura lipidica adquirida al pasar
a través de 1a membrana de 1a célula hubs-
ped, modificada por Va insercifn de gluco-
proteinas especificas del virus,

280 §
1.18-1.20 g/m,

6.8-8.1, menor infectividad a 5.9 y com--
pleta inactivacidn a 2.0 .

Con solventes 1ipidicos, tripsina y radia
cibn ultravioteta.

Se inactiva con 30 min a 56°C. Estable
7 dias a 4°C y por afios a =-60°C.

Tabla 2.1. Algunas caracteristicas del virus de rubeola,
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2,1.4, COMPOSICION ANTIGENICA.

E1 virus de rubeola consta de varios antfgenos estructurales: la hemaglutini-

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

La hemaglutinina de 1a rubeola (HA antigeno), originalmente preparada a partir
de flufdos de cultivos de tejidos y de extractos alcalinos de células infecta-
das, estd asociada con una de las mayores protefnas de 1a membrana viraly --

aglutina a los eritrocitos de pollos recién nacidos.

. Lo hemaglutinina y Tos fijadores de complemento son los més utilizados en el -
diagnbstico de Vaboratorio. (32)

2.1.5, MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA INFECCION.

Existen dos formas de infeccién rubedlica: .

a) La infeccitn postnatal en la cual el virus es tl;inmitido de persona a per
sona por via respiratoria, es propia de la infancia, estd caracterizada por -~
una erubclOn maculopapular generalizada y linfadenopatfa auricular y suboccipi
tal. La fiebre y ) malestar son leves y las complicaciones no son comunes. -
(13)

b) La infeccién congénita es aquella em 1a que e feto es infectado por el pa-
so del virus a través de 1a placenta y a diferencia de 1a fnfeccidn postnatal_
- es una enfermedad severa que origina anormalidades en el desarrollo fetal. La

severidad de los defectos, asf como los Srganos que involucra depende de 1a --

edad gestaciona) en que 1a infeccitn materna ocurra, (3} (5)

E1 riesgo de malformaciones es alto (80%) durante los tres primeros meses del

enbarazo (organogénesis) y decrece a un 10X en los Gltimos meses. (21)
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ET sindrome de rubeola congénita se caracteriza por uno o varios de los si---
guientes defectos teratogénicos: sordera, cataratas, retardo mental y enfermeda
des congénitas del corazén. En los primeros meses de gestacibn causa muerte del

feto y aborto espontineo. (§) (6)

E1 virus se encuentra en la sangre, heces y orina generalmente a partir del sép
timo dfa y hasta e) dicimo cuarto dfa despubs de la infeccién. (4) (16)

2.1.6. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO.

E1 diagndstico de rubeola solo puede ser establecido definitivamente por prue--

bas viroldgicas o seroldgicas especificas. (31)

Las prusbas viroldgicas corresponden a los métodos directos, 1os cuales consis-
ten en el aislamiento del virus de muestras clinicas, que se logra a través de

su multiplicacidn en cultivos celulares. (31)

Las pruebas serolégicas corresponden a los métodos indirectos y estin basadas -
en 1a demostracidn de inmunoglobulinas de tipo M o bien de un incremento signi
ficativo de anticuerpos en general contra el virus dentro del curso de 1a onfi;
wedad. (31) '

Se dispone de diversas técnicas seroldgicas, las cuales forman la base del diag
nBstico de laboratorio. La mis utilizada es 1a prueba de Inhibicidn de ta hema- -
glutinaci6n (IHA}, Ta cua) se fundamenta en que 1a capacidad del virus de rubeo
18 para aglutinar los eritrocitos de diferentes especies animales se ve bloquea
da si antes de adicionar los eritrocitos se hace reaccionar el virus con sus an

ticuerpos especificos. (36)
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2.2, HEMAGLUTINACION.

2.2.1, ANTECEDENTES,

La hemaglutinaciGn por rubeola fue reportada por primera vez por Stewart y --
Halonen en 1967. La técnica serolégica que utiliza esta caracteristica del vi--

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

"Esta técnica es considerada de referencia por varias razones como son: 1) ser -
una prueba relativamente fici) de realizar, 2) no requiere de equipo especial,
3) Yos reactivos pueden adquirirse comercialmente y lo mis importante, el he--
cho de que los anticuerpos contra 1a hemaglutinina (HA} del virus son los pri-
meros que aparecen después de la infeccién y los que mis rlpidnentc se incre--
mentan,

La determinacibn de anticuerpos contra rubeola por esta técnica se 1leva a cabo
en dos 'fuses: 1a primera consiste en el tratamiento de) suero con H‘ﬁCI.‘,-hepnrim
o Kaolin y eritrocitos de pollo para quitar inhibidores y aglutininas inespeci-
ficas; en la segunda fase se lleyn & cabo la reaccidn antigeno-anticuerpo y se
utilizan los eritrocitos de pollo de un dfa de nacido como indicador de la reac
cidn.

La unién de los eritrocitos de pollo a Ta HA del virus es pH dependfente, re---
quiere un amortiguador orginico como diluyente y es Sptimo cuando se )leva a ca
bo a temperatura ambiente. Estas son las condiciones que normalmente requieren

los Togavirus para hemaglutinar,

Los eritrocitos de pollo como reactivo bioldgico es perecedero, esto hace que -

1a técnica solo pueda realizarse en el rango de viabilidad de estas células.
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Las soluciones preservativas anticoagulantes como la soluctén de Alsever son --
itiles solamente para almacenaje de corto tiempo, ya que os eritrocitos mues--

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

E) estudio de 1a crioconservacidn de eritrocitos se ha reportado para eritroci~
tos de carnero por Stein, Para eritrocitos de aves por Wesslen. En ambos casos
se usé como sustancia crioprotectora Dextran, sin embargo los resultados no --

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

Posteriormente Myhrvold mostrd que la polivinilpirrolidona (PVP) y Dimetil Sul
foxido (DMSO) son buenos crioprotectores en la congelacién de eritrocitos de ga
Nina. (23) (24) (25) '

2.2.2. AGENTES CRIOPROTECTORES.

Los agentes crioprotectores se clasifican como: 1) agentes penetradores, 10§ --
cuales en concentraciones multimolares protegen células vivas del dafo causado
en la congelacidn lenta y 2) agentes no penetradores que protegen a bajas mola-
ridades pero que requieren un enfriamiento gradual ripido y una descongelacibn
de igua) manera. En ambos casos funcionan en base a las propiedades colugathus.
puesto que disminuyen e} punto de congelamiento de las sustancias intracelula--
res. (20)

Los agentes de tipo penetrador, al introducirse a la célula evitan 1a deshidra-
tacidn por cambios de presidn osmdtica, protegen a 1a célula en dos formas dife
rentes: a) mediante su unin con e) agua y b) mediante ¢! desarrollo de una al-
ta viscosidad. La penetracidn a la célula, va a depender del tipo de célula que
se quiera congelar, (20,
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Estas sustancias penetradoras no deben ser tixicas en la concentracifn que tie-

ne su caricter protector; a este grupo pertenece el DMSO y el Giicero). (20}

2.2.3, CONGELAMIENTO RAPIDO.

€} daho celular por congelamiento répido vadica &n la preducciin de hielo intra
celular, La observacidn de la hemdlisis parcial siguiends el congelamiento y -«
descongelamtento lento, sugiere que la hemoglobina tambiln puede escapar de la
cllula conjuntamente con electrolitos provocindose con ello a mayor destruce-
cién celular. Se debe congelar a ta mixima velocidad que no permita la forma--
cin de hielo intracelular, Esta velocidad Sptima variark de una célula a otra

dependiendo de su coeficiente de difusibn para el agua. (20)

2.2.4, AGENTES CRIOPROTECTORES EXTRACELULARES.
\
£V mecanismo por el cusl estos agentes confieren proteccidn no ha sido estable-

cido; difteren de los agentes penetradores en que su accidn protectora es a con
centraciones bajas y no requieren penetrar a} interior de 1a céluls. A este gry
po pertenece Ta PVP, (20)

La presencia del agente crioprotector. altera las caracteristicas de permesbili-
dad de 1a membrana, de manera gue si se produce una pérdids de componentes cely
lares durante 1a congelacidn, este escape solamente es temporal. (20)

La presidn hipertdnice durante el congelamiento es aligerada por uma entrada de
solutos extracelulares y por consiguiente durante 1a congelactdn se puede pre-
ventr 1a lisis celylar. (20)



2.3. - GENERALIDADES DE ERITROCITOS.
2.3.1. CARACTERISTICAS FISICAS.

Los eritrocitos de las aves son de forma ovalada y diferentes éstos de la mayo
ria de los mamiferos, son nucleados y también ms grandes (7.0-12.5 micrones de
didmetro). (37) (38)

E1 nimero de eritrocitos estd influenciado por 1a edad, el sexo y otros facto--
res, (37) (38)

'2,3.2, RESISTENCIA DE LOS ERITROCITOS.

La hemblisis es 1a Tiberacifn al plasma de 1a hemoglobina contenida en los ¢16-
bulos. Producen hemblisis un nimero de factores fisicoquimicos tales como 1a --

congelacidn, descongelacidn y cambios en la presién osmdtica de la sangre. (26)

Las soluciones hipotdnicas causan hemdblisis y estallamiento por incremento del
contenido de agua de 1as células y soluciones hiperténicas causan un encogimien
to o contraccidn de los corplsculos, por 1a pérdida del agua en las células. La
fragilidad de las células rojas es medida por su resistencia a soluciones de -
concentraciones y presiones osmiticas conocidas, usualmente soluciones de cloru
ro de sodio (33). E punto en el cual 1a hemdlisis comienza es el Vimite mfnimo
de Eesistencla. y ¢1 punto en el cual todas las células son hemolizadas es el -
1imite miximo de reststencia, (38)

Hunter (1953) ha estudiado la permeabilidad de los eritrocitos de pollo a las -
soluciones hipotdnicas e hipertinicas, empleando un método fotoeléctrico, por -

el que es posible medir la tumefaccidn o retraccidn de las células antes de que
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se presente realmente 1a hemblisis. Sus resultados indican que los eritrocitos

de polio, como 1os del hombre se comportan como osmbmetros perfectos en solucio
nes ligeramente hipotdnica o Vigeramente hipertdnica, pero que en soluciones -
notablemente hiperténicas se retraen menos de lo que podria esperarse si se hy

biesen comportado como osmdmetros perfectos. {38)

2.3.3. CRIOTOLERANCIA OE SITIOS SELECTIVOS.

La superficie de 1a mesbrana de Ta célula, sirve como término Vimitante para se
parer a 1a célula de su medio ambiente y soportar el primer impacto de atague

por cambios ffsicos en suspensidn media durante el congelamiento de las celulas.
Los cambios en sitios criosensitivos sobre Vas superficies de estas membranas a
causa de su directa e Intime asociacibn con otras unidades bioquimicas de la --
membrana, puede influenciar 1a cantidad de dafios a los mecanismos de transpor--
tes por ¢ movimiento de idnes y protefnas a través de barreras selectivas y s¢

nipermeables, (9)

Estudios de otro de los efectos de congelacidn sobre células han sido concerni-
dos con cambios en e) sistema total siguiendo la transicidn de células suspendi
das en iquidos a células suspendidas en s81idos; los cambios dristicos ﬁ'ecucg
temente encontrados lo hacen diffcil o imposible para evaluar los efectos de --
congelacidn en estructuras especificas de 1a célula. Basado en ¢l fendmeno aso-
ciado con 1a adsorcidn y elucisn de mixovirus a partir de erttrocitos de pollo,
se desarrolld un sistema de prueba, 1a prueba de adsorcifn de wembrana, para de
terminar os efectos de enfriamiento a diferentes velocidades, ciclos de conge-
lamiento y descongelamiento, €] alwacenaje a bajas temperaturas en los nucleopo
Tisachridos en Ja superficie de membrana de eritrocitos de pollo. Este ensayo -

por dafio de superficie bln sitios selectivos sobre Ta membrana no fue afectado



por hemdlisis de células o fragmentacién de membrana. (9)

E) uso de reactivos de especificidad conocida y el estudio de) modo de accidn
sobre la superficte de 1a célula representa una aproximacifn indirecta para -
obtener evidencias referentes a las estructuras naturales de la superficie. -
Bajo condiciones apropiadas, los anticuerpos son indicadores sensitivos de --
cambios sobre Ta superficte macromolecular causado por el congelamiento y des
congelamiento, (10)

Los eritrocitos y sus superficies son sujetos a manipulacién experimental y -
sirven por consiguiente como modelos de otras células mds completas ya que --

los erttrocitos comparten receptores antigénicos con otras células. (10)
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CAPITULO I11.
DISENO EXPERIMENTAL

3.1, MATERIAL Y METODD,
3.0.1. MATERIAL BIOLOGICO.

1) Virus de rubeola, cepa Therien (VRT), donada por el M.D. O11imeurman del De
partemento de Virologfa de la Universidad de Turky, Finlandia,

2) Eritrocitos de pollo de un dfa de nacido y no alimentado de 1a raza Rhode -
Island Red de la Casa Armour, Hatchery de México, S.A.

3.2.1. PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE TRABAJO.

* ALSEVER -
pH 6.0-6.2
Reactivo. : gr
Cloruro de sodio (NaC1) , 42
Dextrosa “6"1206’ 20.5
Citrato de sodio (m,csuso,.zuzo) . 8.0
Acido eftrico (csuao,.uzm 0.58

Aforar con agus destilada a 1000 m! y ajustar el pH. Esterilizar por filtracidn
a través de una membrans millipore de 0.22 M o en autoclave a 10 1bs de pre--

sidn (115°C) durante 15 min, Guardar a 4°C en alfcuotas convenientes.



I_QULETTA {AR}
pH 6.4
Reactivo
Cloruro de sodio (NaCl)
Cloruro de Calcio anhidro {CaCl,)
Sulfato de magnesio (MgS0,.7H,0)
Aforar con agua destilada a 1000 ml y ajustar el pH.

8.

Para hacer Auletta ASB, sélo se le agrega albimina sérica bovina {ASB) al 0.4 %.

AULETTA ASB4DEXTROSA (AAD)
_ pH 6.4
Reactivo
Cloruro de sodfo {(NaCl)
Cloruro de calcio anhidro (CaCly)
Sulfato de magnesio (¥g50,.7H,0)
AlbGmina sérica bovina {ASB)
Dextrosa (CeH,.0.)

Aforar con agua destilada a 1000 m! y sjustar e} pH.

AMORTIGUADOR VERONAL {VBD)
pH 7.3-7.4

Preparscidn de Ya sotucitn mmortiguadora stock (5x)

gr
9.0
1.0

0.4
10.0

'a) Combinar 1o sigutente en 1000 m} de agua en un matraz volumétrico de 2 V4--

tros en &l orden siguiente:



Reactivo gr
Cloruro de sodio (NaCl) 83.00
sarbital sbdico (CBHIINZ'“O.'!) 10.19
Agua destilada 500.00 m!
Acido clorhfdrico ¥ N (HC1) 34.58 ml

Solucidn stock conteniendo cloruro de magnesio 1 M y cloruro
de calcio 0.3 M (20,39 MgC1,.6H,0 y 4.4g CaCl,.2H,0 en 100
ml de agua destilada) 5.00 ml

b) Llenar a 13 marca con agua destilada, mezclar fuertemente,
¢} Checar el pH del amortigliador stock antes de refrigerar para hacer una dilu

cidn 1:5 con agua destilada,

DEXTROSA-GELATINA-VERONAL (OGV)

pH 7.2

Reactivo gr
Acido dietil barbitirico ‘CBHIZ"ZOS) 0.58
Gelatina 0.60
Barbital sbdico (csu"moa) . 0.38
Cloruro de calcio (CICIZ.ZHZO) ) 0.027
Sulfato de magnesio (ugso..mzo) 0.12
Cloruro de sodio (¥aCl) 8.5
Dextrosa (csn,zos) ' 10.0
Agua destilada : 1000.0 ml

Disolver el dcido barbitirico y 1a gelatina en 250 ml de agua caliente. Combinar
esta soluctdn con los demds reactivos restantes. Esterilizar por filtracibn a -
través de una mesbrana millipore de 0,22 M, Guardar a 4°C.



AMORTIGUADOR VERONAL SACAROSA {GVBSM)
pH 7.35% 0,06
Reactivo

Sacarosa (C),H,.0,y)
Barbital sdico (Cgh; N,Na0,)
Cloruro de sodio (Nall)

Agua destilada

Ajustar el pH con dcido clorhidrico | M (KCT)
Gelatina disuelta en agua destilada

Solucién conteniendo: llgtlz My CaClz 0.15 M

qr
486.1

5.095
18.0

1.5 11t.

5.0

2.5m

E1 volumen se 1leva a 2 1itros con agua destilada. Se guarda a -20°C y se dilu-

ye dos veces y media con agua destilada antes de ser usida.
‘

HEPES-SAL INO-ALBUMINA-GELATINA (HSAG)

pH 6.5
Reactivo
1) Hepes salino solucidn stock 5x
Hepes (N-2-hidroxietil piperazina-N-2 fcido etanosulfénico
Cloruro de sodio (NaCl)
Clorura de calcio (CaCly.2H,0)
- Mgua destilada

or

2.8

40.95

0.74
1000.0 =l

Disolver en 900 ml. de agus destilada, Ajustar el pH agregando NeOH 1 N (aprox.
12.0 m1). Agregar agua destilada para 1levar el volumen de 1a solucidn a 1000 -

nl. Esterilizar por filtracidn a travds de una membrana millipore de 0.22 N, -

Guardar a 4°C.
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- Alplmina sérica bovina solucién stock 2x

Atbomina bovina en polva (ASB) 0.0

Agua destilads . 1000.0 m?
Disolver 1a alblmina bovina en 900 ml de agua. Ajustar el voluwen a 1000 ml -
agregando agua destilada. Esteriliizar por filtracidn a través de una membrans -
millipore de 0.22 M. Guardar a 4°C.
3) Gelatina solucifn stock 1O0x

Gelatina %5.0m

Agus destilada 1000.0 mi

La gelating es disueita y la solucidn esterilizada en autoclave 15 min 2 120°C.
© Guardar a 4°C, )

4} Para hacer el mmortiglador de HSAG

combinar: nl

Hepes salino solucibn stock Sx 2000
Alblmina sérics bovina solucibn stock 2x 500.0
Gelatina sotucién stock 10x 100.0
Agus destilade ) 200.0

A 25°C o1 pH de HSAG deberd ser de 6.2 £ 0.05. Si el pi estd abajo de 6.2, ajus
tar con MaOH 1 N. 51 et pH estd arrids de 6.2, ajustar con HCY 1 N. Esta solu--
cibn dederd guardarse a 4°C y puede ser usada por 2 meses s§ se guards estéril,

CLORURO DE S00I0 (MaC})

0.15 M
Reactivo ’ : gr
Cloruro de sodto (NaCl) 8.5

Aforar con agua destilada a 1000 m).



SOLUCION SALINA AMORTIGUADA DE FOSFATO (SSAF)
pH 7.3

Reactivo

‘ C]o‘ruro de sodio (NaCl)
Fosfato disbdico (Na,HPO,)
Fosfato de potasio (KHZPO‘)
Cloruro de potasio (KC1)

Aforar con agua destilada a 1000 m! y ajustar el pH.

‘

22.

gr
8.0
1.5
0.2

0.2



CRIOCONSERVACION DE ERITROCITOS DE POLLO .

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

Se obtuvo sangre de pollos de un dia de nacidos y no alimentados por puncidn --
cardiaca directa y se colectt en Alsever en proporcidn 1:1; 1a sangre obtenida
se mezcld agitando la jeringa cuidadosamente para no producir hemblisis, des--
puls se pasd por una malla de gasa con el cbjeto de retener los coligulos que se

pudieran formar.

La sangre se colectd en un tubo de centrifuga graduado y se centrifugd a 1500 -
rpm durante 10 min. a temperatura ambiente; se extrajo el sobrenadante y los --
eritrocitos se volvieron a resuspender en Alsever. Esta operacidn se repitid —-
una o dos veces hasta que se obtuvo un sobrenadante transparente o libre de sue -
ro. Los eritrocitos obtenidos se conservarcn en esta solucidn no mis de 4 dias
a 8¢, (Fig. 3.1.).

( 1 dfo denocido)

Fig. 3.1 Técnica de extracciOn de eritrocitos de polto.
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3,1.4, TECNICA DE CONGELACION v DESCONGELACION.
Preparactfn de los crioprotectores:

Se prepard Dimetil Sulfixido (DNSO), Glicerol y Polivinilpirrolidona (PVP), #s-
ta con pesos moleculares de 20 000-30 000 y 360 000 a 1a concentracitn del 20 %
en 0.15 M de NaCl. (7) La PVP fue ajustada a pH 7.3.

Praparacidn de la suspensiSn de eritrocitos de polto:

Los eritrocitos de pollo fueron centrifugados a 1500 rpm durante 10 min. y Tava
dos con Alsaver, s retird o} sobrenadante y o) paguete se resuspendid en el —
mortiglador correspondiente: Auletta (M), Auletts ASBeDextrosa (AAD), YVeroma)
{veo), Deatrosa-gelatina-veronal (0GY), Veronad sacarosa (GYBSH) y Hepes salino-
albOmine-gelatina (NSAG). La concentracidn de sritrocitos fue del 10 - 40 &,

PreparaciOn de la mercla:

'lln volusen de} agente crioprotector fue agregedo & un volumen de 1a ausmxl’w
de eritrocitos, se homogenizd 1a suspensibn suavemente y se distribuyd en crio-
tubos de 2 - 5 ml que se sumergleron directamente a) NitrSgeno Tiquido para —
avarlos a una temperstura de -196°C y on'el congelador de un nﬂ-lmm_r pe-
va Havarlos & la temperatura de -4°C. '

€1 descongelantento se 11ev8 a cabo, primero & teaperatura mbients por 15 509,
y posteriormente en bafio maria a 43°C hasts su total 'ﬂscmohctu. (22)

3.1.5. CUANTIFICACION DE MENOGLOBINA.

Ls deterninaciln de hewoglobina (Hb) se llevd a cabo en 3 pasos:
a) Pirdids por descongelamfento; despuls de descongelar l0s tubos se centrifugs
rona temperatura ambiente por 10 min 3.1500 rpm, s.' deternind la cantidad -
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de hemoglobina a) sobrenadante registrando las lecturas de densidad Gptica -

(DO) a 541 nm.

b) Pérdida por lavados; el paquete celular se resuspendié completamente en el -
amortiguador correspondiente, se centrifugd a 1500 rpm y del sobrenadante -
se determind 1a cantidad de hemoglobina 2 una DO a 541 nm. Este procedimien-
to se repitid de 3 - 5 veces hasta que 1a lectura del sobrenadante did uma -
DO de 0.030.

¢) Recuperacidn de células; para conocer el porcentaje de recuperacidn celular,
¢] paquete de eritrocitos se hemotizd con agua destilada a la que se le puso
unas gotas de cloroformo, se agits fuertemente y se centrifugh a 1500 rpm pa
ra remover los fantasmas celulares. Se determind la cantidad de hemoglobina

a) sobrenadante registrando las lecturas de DO a 541 nm. (2) (22)

CALCULOS:
100 % Hb = Hb total = Hb descongelamiento + Hb lavado + Kb de células
recuperadas.
% pérdida por
descongelamiento Mo descongelamiento x 100
Hb total
% pérdida por
lavado . 1B lavado x 100
. H total
% recuperacibn
celular . Hb_de células recuperadss x 100

Hb total
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3.1.6. CUENTA CELULAR DE ERITROCITOS.

Método de conteo:

Los eritrocitos se contaron directamente en una cémara de Neubsuer. Una muestra
de sangre se tomd y diluyd 1:200. Con esta dilucifn se 1lend la c&narﬁ de Neu--
bauer. Se contaron los cuadros terciarios de los cuatro &ngulos y el cuadrado -
central, Para evitar confusiones al contar los eritrocitos que se encuentran en
las 1ineas divisorias, se adoptd Ta siguiente regla general: los eritrocitos --
que toquen cualquiera de las tres 1neas o la 1inea sola de la f2quierda y los

bordes superiores del cuadro pequefio deberd contarse como si estuviera dentro -
de los cuadros, mientras que los que toquen cualquiera de las Vineas de la de--
recha y de los bordes inferiores de los cuadros pequeflos no se contarkn, E) ---
factor de conversién fue de 50 x 200 = 10 000, 50 para pasar de 0.02 lll3 4 -
1 m® y 200 debido a 1a dilucién. (37) '

3.1.7. TRATAMIENTO DE LAS COSECHAS VIRALES CON TWEEN Y ETER.

Se mezclaron 0.9 vol(menes de cosecha viral con 0.1 volimenes de tween 80 al -
2%,

Se tncubaron a 4°C durante 15 min con agitacion ocasional.
Se adicionaron 0.5 volimenes de éter.
Se incubaron a 4°C durante 15 min con agitacidn adictom).

Se retird la fase etéres con pipeta Pasteur y succifn, E1 residuo de &ter en la

fase acuosa se elimind por medio de burbujeo con Nitrigeso gaseoso. (14)
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3.1.8. TECNICA DE HEMAGLUTINACION.

Se colocd por duplicado 0.025 ml. de solucién de Auletta con albimina sérica -
bovina (ASB) al 0.4 % en los pdzos de 1a microplaca (caja de microtitulacidn --

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

Se afiadi6 0,05 ml de 1a muestra viral en el primer pozo, con un microdilutor se

transfirid 0.025 m! al _segundo pozo, los Gitimos 0.025 m) se desecharon.
Se agregh a cada pozo 0.025 m} de una suspensidn de eritrocitos al 0.25 %.

Se agitd cuidadosamente y se dejb reposar durante 60 min. a temperatura ambien-
te.

El tftulo se toma como el recfproco de la G1tima dilucidn que presenta aglutina

cidn de los eritrocitos. (1)

3.1,9, DETERMINACION DE ANTICUERPOS SERICOS CONTRA RUBEOLA POR INHIBICION DE -
LA HEMAGLUTINACION.

Se coloch, por duplicado, en los pozos de 1a microplaca a partir del sﬁundo. -

0.025 m1 de Auletta con ASB al 0.4 %.

En el primer pozo se adiciond 0.05 m) de suero tratado {(dilucidn 1:4), con un -
’nicrodﬂutor se transfirid del anterior 0.025 m1 al segundo pozo, se mezcld y
se repitid la operacidn hasta el Gitimo pozo desechando los Gitimos 0.025 ml,

Se adicions 0.025 m) del antigeno dilufdo a 4 unidades HA (suspensidn de anti-
geno viral tratado con tween y &ter, titulado por hemaglutinacidn y dilufdo a -
4 unidades HA).
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Se incubd 60 min. a temperatura ambiente.

Se adiciond 0.025 m! de suspensibn de eritrocitos de pollo al 0.25 % {en solu-
cibn de Auletta con ASB al 0.4%) y se agitd cuidadosamente.

Se dejb reposar durante 60 min. a temperatura ambiente,

Se leyeron los resultados. E1 tftulo se di en 1a mixima diluciSn en la cual la
hemaglutinacitn estd totalmente {nhibida. (36)
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CAPITULG IV.
RESULTADDS

4.1. DETERMINACION DE LAS CONDICIONES DE TRABAJO PARA LA CRIOPRESERVACION DE
ERITROCITOS DE POLLOS RECIEN NACIDOS.

Para establecer las condiciones de criopreservacion de eritrocitos de pollo re
cién nacido es necesario contar con una técnica de cuantificacion celular; -
Yas mls usadas son: la determinacién de Hemoglobina leida a 541 nm y 12 obser-

vacidn y cuantificacion directa en un hemocitdmetro {cémara de heubluer).

Para seleccionar una de las dos técnicas mencionadas se congelaron eritrocitos
a -196°C en OMSO al 10 % y se determind el porciento de recuperacibn por los -
dos métodos.

En la tabla 4.1 se muestran Yos resultados obtenidos al cuantificar la recupe
racidn de eritrocitos por el mitodo de hemoglobina, este método consta de 3 pa
sos que son: pérdida por descongelacion, pérdida por lavado y cuantificacidn -
del paquete celular (recuperacidn). €} objetivo del agrupamiento de datos en -
esta tabla es el de mostrar la plrdida de eritrocitos por efecto de la congela
cidn y lavado; por otro lado la determinacitn se puede llevar a cabo bijo cual
quier condicibn en que se encuentren los eritrocitos como son, en diferentes -
smortiguadores y concentraciones.



TABLA 4.1, DETERMINACION DE LA HEMOLISIS OE ERITROCITOS CRIOCONSERVADOS A
~196°C Y EN PRESENCIA DE DMSO AL 10 % *

3.

Concentracidn de pérdida por Pérdida por Recuperacidn
- Eritrocitos {%) descongetamiento lavado células
en diferentes M y y
amortigladores.
ey
5 Nty 1wy 4519
10 LR 2ty L BT
15 40 26 n
20 n 35 n
L
5 35 t 5 %t 6 R
10 Bt 19¢.5 LR
15 L)) kx} 26
20 : 37t 09 28t 3 Bt 23
GuasH
5 83 16 32
10 73 0 7
w
5 56427 26t13 1Bt13
10 52t 22 Nt 15 13,4
15 51¢12 0t 5.6 e s
0 At Bt 38 atose
L]
1 2t a3t Bt U
10 35 20 L]

* £l porcentaje de recupersciln es la relacitn entre la hemoglobina en el me-
dio y 1a hemoglobina total de Ya muestra. La tectura se hizo a 541 .
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La cuantificacidn directa se lleva a cabo en un solc paso, se diluyen los eri--
trocitos 1:200 en el amortiguador en que fueron crioconservados. Los resultados
se muestran en 1a tabla 4.2, en ella se tabularon los resultados que se obtuvie
ron con el método de la hemoglobima. Al comparar estos valores se abserva cier-
ta similitud, esto puede deberse a que 8 través de la cuantificaciSn de hemoglo
bina se puede introducir un factor de error por ser una técnica mis elaborada,



TABLA 4.2 DETERMINACION DE LA INYEGRIDAD CELULAR POR HEMDLISIS Y CONTEO
OE ERITROCITOS CRIOCONSERVADOS A -196°C Y EN PRESENCIA DE

OMSO AL 10%.
Concentractln de eritrocitos
(%) en diferentes amortiglado w? cc®
res.
06
1) 45 30
1 » u
1] U n
2 M L
)
§ » 23
10 L) 58
15 : 26 I : |
20 3 M
e |
S 3 ~62
10 “ (1}
5 ] $0
CVASH
5 » w
10 7 L/
n
-] 8 2%
10 % a
1% 19 20
20 2 L
& .
10 . N 16
4B » % de hemoglobine en el medto € 73« no se determind.

b CC = % de células Integras, contadas por visualizacidn a) microscoplo.



3.

4.2.  DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE TRABRJO PARA LA CRIOCONSERVA
CION DE LOS ERITROCITOS.

Para optimizar Vas condictones de crioconservacidn de los eritrocitos es nece
sario tomar en cuenta los factores que influyen en la estabilidad de las célu--
Yas como son: a} mmortiguadores, b) concentracidn de eritrocitos, c) crioconser
vadores y d) temperatura de congelacién, Si no se cumple con alguno de estos -
factores ¢! resultado es la destruccidn del erdtrocito y 1a liberacitn de hemo-
globina al wedio externo.

4.2.1. SELECCION DEL AMORTIGUADOR.

Stendo o) amortiguador capaz de impedir cambios de pH, mantensr la concentracibn
de t6nes extracelulares y estabilizar 1a estructura celular es necesario contar
con un amortiguador eficiente. Con este fin se seleccionsron 6 amartiguadores -

que son DGV, AAD, GViSH. HSAG, YBD y AA. Los resultados se muestran en la tebla

4.2. Mui se puede ver que cusndo se resuspenden os eritrocitos en los mmorti
guadores DGV, AAD y HSAG se recuperaron 26 y 48 % de cllulas y 15 2 32 X en Y03

amortiguadores GVASM y VBD ambos por el mitodo de Hb; cuando s¢ hace cuenta di-

recte se obtienen de 23 a 62 % y de 20 & 26 % respectivamente,

4.2.2. CONCENTRACION DE ERITROCITOS.

Se probaran concentraciones de 5, 10, 15 y 20 % de hematfes en cede uno de o3
wortiguadores antes wencionados; los resultados se muastran en la tabla 4.2.
Cuando se resuspenden los eritrocitos en DGV, AAD y HSAG la recuperacifn es en
promedio de 37.9 % por Hb y de 39.2 % por CC. en las cuatro concentraciones pro
badas, Con célutas a1 5 % en GYBSH se recuperan 32 % y en VBD 27 % ambas cusn
tificadas por ¢1 mitodo de Wb,
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’

Otra de las caracteristicas ademds de 12 recuperacidn del mayor nimero de eri--
trocitos crioconservados es la unidn del virus de Rubeola al receptor de los -
eritrocitos; esta unidn se determing a través de 1a hemaglutinacibn, se tituid

por dilucidn y se expresd como unidades hemaglutinantes,

Los eritrocitos recuperados en el experimento anterior fusron los que se proba
ron, come control se usaron eritrocitos frescos. Los resultados se musstran _
en la tabla 4.3,
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TABLA 4.3. TITULACION DE LA HEMAGLUTININA CON ERITROCITOS CRIOCONSERVADOS *
(DMSO AL 10%) EN DIFERENTES AMORTIGUADQRES Y A DIFERENTES CON-

CENTRACIONES.

Control de eritro-

Eritrocitos crioconservados

Mmortiguador citos frescos (%)

] 10 15 0
DGV ey 44 [2Ys " oo
veb +ee o4 e e oot
A o4 N et +444 -
AAD +eae ++ 22y e ND
GVBSM 44t + s “ e
HSAG s + 23 e N

La tmfmm se hizo utilizando Auletts como diluyente.

+4++ = 100 % unidades hemaglutinantes.
++ s 50 % unidades hemaglutinentes.

= = magativo.
N) = no se determing,

+ =g -196°C.

En ella se observa un 100% de hemaglutinacidn con eritrocitos congelados al 10%
en cada uno de los 6 amortiguadores probados. Con eritrocitos al 5, 15, y 20 %

ia HA es de 100 y 50 % dependiendo del amortiguador en que son resuspendidos.
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4.2.3, CRIOCONSERVADORES.

Las'condiciones que hasta el momento nos permite recuperar en promedio el  ---
38.55 % de eritrocitos y un 100 % de unfén a rubeola son: eritrocitos al 10y -
15 % resuspendidos en amortiguadores HSAG y AAD, crioconservador DMSO al 10 X y
temperatura de -196°C.

En base a estos resultados, e) stguiente paso fue, e incrementar 1a recupera--

cién de Tas células, para ello se probaron otros criopreservadores.

El criopreservador juega un papel muy importante en la congelacidn a bajas tem-
peraturas ya que fmpide Ta concentracién extracelular de solutos extracelularss,

por 1o tanto impide 1a deshidratacién excesiva de 18 célula.

Los soportes emplexdos son los de tipo penetrador y son Glicerol, PVP con peso
wolecular de 20 000 - 30 000 y 360 000, ambos reactivos el 10 %, £n 1a tabla -~
4.4, se muestran los resultados. La wayor recuperacitn se obtuvo con Glicerol y
eritrocitos al 15 5 en AAD, esta recuperacién fue de 52 X, del 3! & con crifro-
citos al 15%, resuspendidos en wwortiguador HSAG.
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TABLA 4.4. RECUPERACION DE ERITROCITOS CRIOPRESERVADOS CON DIFERENTES CRIO-

CONSERVADORES .
Concentracifn % Recuperacidn b
Eritrocitos
Criprotectort  Amortiguadores 2 *196°C =4°C
Glicerol HSAG 10 20 0
15 3 H
ARD 10 1L} 0
15 §2 0
PVP {360,000} HSAG 10 ) 0 0
15 0 0
AD 10 ! 1
15 1 0
PVP (20,000 - HSAG 10 13 0
30,000 ) 15 9 0
MD 10 8 0
15 2 0
DNSO HSAG 10 4 65
15 50 8
AD 10 58 60
18 ) 60

¢ Todos los crioprotectores se usaron al 10 X.

® Los valores se determinaron por conteo.

4.2.4 TEMPERATURA ¥ OSMOLARIDAD.

Un Gitimo intento por incrementar la recuperaciln celular fue la de modificar = ’
1a temperatura y 1a osmolaridad del smortiguador. Se trabajé : =4°C y los amor-
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tiguadores a los que se les modificd la osmolaridad (290 a 340 m0s) fueron HSAG
y AAD. Los resultados de la concentraciSn de! 5 % en experimentos anteriores --
fueron ambigiios y por eso se experimentaron nuevamente como se muestra en la ts
bla 4.5. y se ve que dé bajo porcentaje de recuperacién celutar, por eso no se

s1guid deterninando su viabilidad y fue descartado. Tambidn se muestra ! incre
mento de la recuperscidn FIIIMIO se congelarcn los eritrocitos & -4°C a la con-
centracién de 10 y 15 % en ambos amortiguadores. Sin embargo la modificacitn -
de la osmolaridad de I'Ol mortigusdoras no incrementd 1a recuperacitn celuler.

TABLA 4.5. RECUPERACION DE ERITROCITOS CRIOPRESERVADOS A DIFERENTES TEWPERA-
TURAS ¥ CON DMSO AL 10 %.

Concentracidn Recuperacitn (%)

' -196°¢ -4C ;
HSAG MD HSA M

5 @ 2 2 ‘2
%' : .

wooooa 58 6, 0
2 :)

15 %, » [%) 60
2 e

+ Los eritrocitos se conservaron ajustando la osmolaridad del amortiguador o -
290-340 m0s.

Con los eritrocitos recuperados en ¢l experimento 4,2.4. se probd 1a HA de) --

virus de rubeola. La tabla 4.6 muestra los resultados.
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La HA es del 100 % en todos Vos casos probados.

TABLA 4.6. TITULACION DE LA HEMAGLUTININA CON ERITROCITOS CRIOCONSERVADOS A DI
FERENTES TEMPERATURAS * '

Concentracidn de ~196°C -4°C
Eritrocitos (%) AAD HSAG AAD HSAG
10 16 ' 16 16 16
15 16 16 16 16

8 £) amortiguador y el crioprotector se eliminaron por lavados con Auletta. La
hemaglutinina se tituld con eritrocitos frescos y tuvo un titulo de 16 unida
des hamaglutinantes.

4.2.5. EFECTO DEL TIEMPO SOBRE EL PORCENTAJE DE RECUPERACION DURANTE LA CRIO--
CONSERVACION DE ERITROCITOS.

En base & las condiciones experimentales en la tabla 4.5. sin cambtar 1a osmola
ridad se probd el efecto del tiempo de almacenaje sobre el porcentaje de recupe
racion de eritrocitos. Los mejores porcentsjes de recuperacidn en los diferen--
tes perfodos se obtienen con AAD a) 15 % a -196°C (Fig. 4.1). De acuerdo a es-
" te resultado se probd nuevamente el efecto del tiempo de slmacenaje de 0 - 34
dfas. Los resultados se muestran en 1a figura 4.2. Aquf tambidn se puede obser
var que el titulo de hemaglutinacion es del 100 % en todos los porcentajes de -
recuperacidn. '

En 1a figura 4.3. se puede observar 1a hemaglutinacidén de eritrocitos criocon--

servados en dos diferentes perfodos con AAD al) 15 % & ~196°C.

ET titulo de IHA de eritrocitos crioconservados durante 34 dfas en AAD a) 15 %
4 ~196°C se muestra en la figura 4.4,
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Fig. 4.3 Comparacibn de titulos de la hﬁaylutinlm
del virus de Rubeola (MA), us@g eritro--
citos frescos y congelados.

Se ewplec como crioconservador DNSO a) 10 %
A,B-Eritrocitos crioconservados al 15 % en
MD a +196°C por 34 dias.
0,E-Eritrocitos crioconservados al 15 % en
AAD a -196° por 17 dias,
6 Eritrocitos frescos,
" CFJrControles raspectivos.



Fig. 4.4 Utilizactdn de Eritrocitos Crioconser-
vados en 1a Inhibicién de 1a Hemagly--
tinscitn, Las columnas 1-6 contienen
eritrocitos frescos, las columnas 7-12

“erttrocitos crioconservados.
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CAPITULO V

DISCUSION

Los eritrocitos de pollo recién nacido se usan rutinarismente en muchos labo-
ratorios para las pruebas de HA e IHA, €1 tlmﬁ de uso normal de estas cé-
Tulas es alrededor de 5 diis mixino cuando son almacenadas en Alsevar a 4°C.
De ahf que una de las Timitantes para ¢l desarrollo de estas técnicas son los
eritrocitos.  Una solucin para la vealizacidn de estas técnicas serfa.la --
crioconservacin de los eritrocitos.

. Experimentos anteriores realizados por el investigador Myhrvold (25) mostrd -
que e} DMSO tuvo los mejores efectos crioprotectores para eritrocitos de po--
110 & una concentracidn final del 10 X, En base a este.rmru Tos primeros
experimentos se 1levaron a cabo congelando las células a -196° utilizando --

como crioconservador DMSO a1 10 X.

En 1a tabla 4.1 se muestran los eritrocitos recuperados que se congelaron & -
diferentes concentraciones y en 5 amortiguadores. - Los resultados que se ee
muestran es ¢! promedio de 4 experimentos que se realizaron. £ porcentaje -
de recuperacidn se cuantificd por 1a técnica de hemoglobina Viberads. S$in --
esbargo al calcular Ya desviacitn estandard y obtener valores altos ( 40125,
37%24, 3534, etc. ), 1a reproducibilidad de estos valores fue dificil, de ==
ah! que se optd por 1a cuantificacidn de c#lulas recuperadas por conteo di---
recto en clmara de Neubauver. Resultedos que se muestran en forma comparati-
va con la de Hb en Va tebla 4.2, '
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De 1as dos variables probadas que fueron las diferentes concentraciones de -
eritrocitos en cada uno de los amortiguadores tablas 4.1 y 4.2 se observd --

que 1a recuperacidn mayor se obtuvo con AAD a) 10 %.

Los porcentajes de células recuperadas en 1a tabla t.zbfueron probados en 1a
titulacién de la hemaglutinina, usando como control eritrocitos frescos (ta-
bla 4.3).

Cuando se probaron astos eritrocitos en la ticnica de hemaglutinacitn se ob-
tuvo 100 % de hemaglutinacin con cada una de las concentraciones de eritro-
citos en el amortiguador VBD, y de) 50 al 100 % .en todos los demis casos; -
sin esbargo 1a recupsracion mayor de eritrocitos fue con el smortiguador AAD
y WSAG,

Para incrementar el porcentaje de recuperacidn celular se congelaron los e--
ritrocitos a -4°C y -196°C en presencta de Glicerol y PVP (dsta Gitima de -~
dos diferentes pesos moleculares) como criopreservadores (tabla 4.4). En --
estas nuevas condiciones ninguno de los criopreservadores probados favore---
cleron 1a recuperacion de eritrocitos, ya que 1as células recuperadas en --
presencia de Glicero! fueron de 31 y 52 % las mis altas, &l utilizarlas en -
1a técnica de hemaglutinacitn la unidn al virus de rubeola no fue posible -
(resultado que no se muestra en la tabla), Con respecto a 'a PYP 1a recupe-
ractdn fue menor de) 13 % y 1a temperatura de -4%C en todos Tos casos provo-
¢d 1a destruccidn total de los eritrocitos.

Este mismo efecto se observd cuando a1 modificar a osmolaridad de los amor-
tiguadores HSAG y AAD a Yas dos temperaturas antes mencionadas (tabla 4.5) -
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1a recuperacidn de eritrocitos fue stempre menor que en las condiciones ini-
ciales de experimentacibn,

Stendo Ya recuperacién menor con este nuevo cambio, Gnicamente se probaron -
en 1a técnica de HA los eritrocitos recuperados en las condiciones novialcs

de experimentacidn y aquellos recuperados & - %, ocbteniendose un‘loo % de ~
a hemaglutinacidn en todos Yos casos (tabla 4.6).

E! sigutente paso de experimentacidn fue el probar el efecto del tle.mo de -
almacenaje sobre ¢l porcentaje de recuperaciin de eritrocitos; para ello se
trabajd en las condiciones mostradas n el experimento anterior sin modifi--
car la owmolaridad (Fig, 4.1). El tiempo miximo de almacensje fus de 30 ---
dias y los porcentajes mayores se obtuvieron cuando se congeltaron las célu--
Tas a -196% a1 10 y 15 % en AND, .

£n la tigura 4.2 se muestra auevamente el efecto del tiempo de almacemafe --
sobre @l porcentaje de recuperacidn Gnicamente con eritrocitos al 15 % en ~-
AD con DMSO a? 10 % a ~196°C y en forma paralets s utilizacion de estos e-
ritrocitos en Ta técnica de hemsglutinacitn en Yas diferentes etapas de al--
macenamtento, stendo en cada uno de Yos casos del 100 % (Fig. 4.3),

En Ya figura 4.4 se muestran los resultados de los eritrocitos crioconserva-
dos probados en la técnica de IHA, usendo como control eritrocitos frescos,
Como se puede observar se obtienen resultsdos simtlares con eritrocitos crio-
conservados como con eritrocitos frescos. Los titulos de anticuerpos son i-
dénticos.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

Los resultados cbtenidos en el presente trabajo, nos permiten concluir que:

1.- Las mejores condiciones para crioconservar los eritrocitos de pollo re--
cién nacido fueron:

a) Eritrocitos concentrados al 15 %

b} Amortiguador AAD

¢) Crioconservador DMSO al 10 %

d) Temptratura de -196%

Estas parmitieron una recuperacidn del 39 % de eritrocitos con membrana celu-
lar Integra.

2.- Los eritrocitos crioconservados sustituyen adecuadamente a los frescos en
H
una pryeba de HA rutinaria y en Ya prueba de THA.

3.~ Bajo estas condiciones de alnacensmiento se dispone de eritrocitos pars
estas técnicas durante mis de 34 dfas.
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