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INTRODUCCION

Dentro del trobajo que se realiza en un banco de sangre, se encuentra la so
lucién de problemas inmunohematolégicos, en los cudles cas lo bisquedo de anticuer
pos ontieritrocito fuera ;el sistema ABO como prueba de compatibilidod serolégica -
pretransfusional. La finalidad de esta prueba es dor la seguridod, de que tonto el
plasma del receptor como del donador carecen de anticuerpos dirigidos contra los an
tigenos eritrocitarios que comunmente son responsables de la producciéon de onticuer-
pos, logrondo asl que la efectividod terapéutica de los eritrocitos transfundidos sea
éptima.

Nommalmente, tonto la prueba empleada para la deteccién de onticuerpos on
tieritrocito, como las pruebas de compatibilidad pretransfusional requieren de més de
60 minutos en promedio pora llevarse a cabo, tiempo del que, en muchas ocasiones
no se dispone debido a la gravedad del paciente. Considerando que el tiempo de
incubacion para los medios salinos y albuminosos es de 60 minutos, serfa necesario -
tener el tiempo suficiente para efectuar varias prusbas o diferentes temperaturas y
medios simultanecmente, a reserva de usar ademés la pruebo de la antiglobulina huma
na o svero de Coombs. Es, por consiguiente, importonte efectuor dichas prusbas en
el menor tiempo posible sin sacrificar la sensibilided del trabajo.

Por otra parte, se sabe que en estas pruebas pretransfusionales deben incluir_
se varias técnicas a la vez para pocier abarcar todas o por lo menos la mayorfa de
las posibilidodes de conducta que presentan los anticuerpos antieritrocito.

Para cu-

brir esta goma de posibilidades, se ha recomendado el empleo de medios salincs, co
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loidales o de alto contenido proteico, de baja fuerza idnica y enzimaticos, y de -
la antiglobulina humana o suero de Coombs; pero como no siempre se dispone de -
una contidad suficiente de muestra ni de los reactives necesarios para poder llever
a cabo estas técnicas, deben conocerse las ventajas y desventojas que presenton -
unas y ofras, y asi escoger las m&s adecuadas.

Los mcdic:s salinos sirven principalmente para la deteccién de onticuerpos de -
clase IgM, y sblo a veces si von seguidos de la prueba de la ontiglobuling humang,
para los 1gG. El uso de sustancias coloidales como agentes suspensores de los eri -
trocitos, o como diluyentss de los onticuerpos es el método més simple para demos-
trar anticuerpos de clase 1gG (XIX:41,55), existiendo algunos que sblo pueden ser
demostrados mediante el tratamiento enzimatico previo de los eritrocitos; sin embar
go, se corre el riesgo de destruir ofros sitios antigénicos pertenecientes a ciertos -
grupos sanguineos (M, N, S, Fy, efc.), y mé&s ain, el de romper o alterar la es-
tructura molecular de los anticuerpos si el tiempo de incubacién no es el odecuado
(XII:43.I). Los medios de baja fuerza idnica pueden tener un efecto definitivo sobre
la reaccidn antfgenc-anticuerpo al cumentar la velocidad de combinacién de los an
tigenos eritrocitarios con sus correspondientes anticuerpos, lo cual se traduce en una
reduccidn del tiempo de la prueba (48).

En sistemas como el ABO y Lewis, el grado de asociacién entre ontigenos y
onticuerpos generalmente no se favorece por el uso de un medio de bajo fuerza idni
ca (45,46). Dada la naturaleza quimica de estos ontigenos, es de esperarse que no
se presenten grupos idnicos que puedan ser afectados por la fuerza idnica (10). No

obstante, se ha sugerido que esta caracteristica se debe o que los antigenos corres-
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pondientes a estos sistemas, se encuentran fuera de la capa idnica que rodea al eri-
trocito y por tanto la modificacién que pueda sufrir estc nube no influye sobre di -
chos antigenos (46).

Sin embargo, algunos anticuerpos contra antigenos del sistema Lewis se han - -
encontrado empleando una baja fuerza ibnica. Asimismo, ha sido Gtil pora la de -
teccién de grupos A & B débiles, el uso combinado de enzimas y baja fuerza idnica
(25).

Se ha visto, a través de infinidad de estudios que las técnicas més sensibles
para la deteccién de anticuerpos de close 1gG junto con la antiglobuling humana -
son aquellas que utilizen una baja fuerza iénica o el tratamiento enzimético, Le -
sigue en efectividad el uso de lg albimine bovina y el Gltimo término se encuentra
la prueba-salinag (20,28, 37,44, 51,68,78,80).

Si en Jugar de efectuar todos las técnicas ontes mencionadas, se lograra com
binar algunas de ellas que permitiesen poner en evidencia los anticuerpos de mayor
importancia inmunohematoldgica reduciendo el tiempo de la prueba y logrondo ade~
mas mejores, o por lo menos, igucles resultades @ los que se encuentran usando co-
da uno de las técnicas por separado, la contidad de muestra empleada serfa menor,
hecho muy importante cuondo no se dispone en forma suficiente de ella.

Hosta la fecha, se ha considerado principalmente sdlo el efecto de la albimi
na bovina en cuanto a la elevacidn de la constante dieléctrica en las reccciones in
munohematoldgicas, sin tomar en cu;nta su fuerza idnica (61). Existen algunos re-
portes en que se menciona el uso de un medio a baja fuerza iénico seguido de una

prueba albuminosa, es decir, como una técnica de dos pasos como minimo (28,37, 45,
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78). Recientemente, la idea de usar albGmina bovina o baja fuerza idnica ha cobra
do interés, ol observar que tal vez el efecto que produce no es sélo el resuitado -
de su constonte dieléctrica o de su grado de polimerizacién, sino también de su -
fuerza ibnica (14,45,46,61).

Por lo tanto, en la presente tesis se propone la sensibilizacién eritrocitaria
con anticuerpos incompletos en un medio albuminoso a baja fuerza idnica, seguida
de! uso de la ontiglobulina humana en caso de ser necesario. Esta técnica toma me
nos tiempo que el preparar células modificados por alguna enzima y no presenta lo
posibilidad de destruccién de determinados ontigenos eritrocitarios, constituyendo asi

L 2
un método odecuado pora efectuar una prueba cruzada de carécter urgente.



Reaccién Antigeno-Anticuerpo

Cuando un antigeno y su anticuerpo especifico se aproximon fisicamente, |as
dos moléculas interaccionon entre sT. Debe considerarse que la reaccién se lleva a
cabo en dos fases; la primera, que puede ser descrita bajo términos fisico~quimicos
y que consiste en la combinacidn del antigeno con el anticuerpo para tener un pri=
mer complejo, y lo segunda en la formocién de complejos mayores al reaccionar el
anticverpo del primer complejo con el antigeno de otro complejo.

Para favorecer la reaccidn antigeno-anticuerpo puede modificarse el medio -
en que se produce, y es entonces que deben tenerse en cuenta ciertas caracteristi -

cas fisico~quimicas que la determinan.

l.1 Generalidades de la primera fase

La combinacién entre el anticuerpo y su antigeno correspondiente puede re -

presentarse de la siguiente forma:

ka

kd

donde Ag = ontigeno
Az = onticverpo

ka = constante de asociacion

kd = constonte de disociacién



AgAc = complejo formado

El grodo de asociocidn antigeno-anticuerpo es la avidez con que se Ileva a
cabo lo reaccidn; estando esta a su méxime cuando coda colisién entre los sitios -
reaccionantes resulte en unién, para lo cual {como cualquier reaccién quimica), -
requiere de una cierta en;rgfu de octivacién (31).

La reaccidn antigeno-anticuerpo estd sujeta a la ley de accién de masas que
establece "la velocidad de una reaccién quimica es directomente proporcional al pro
ducto de los masas activas de los reactivos”. La masa activa se osume que es pro-
porcional a la concentracién molecular de las sustancios disueltas. Por lo tanto, la
velocidad de fa reaccidn hacia la derecha en la ecuacién (1)*, es proporcional o

producto de las concentraciones moleculares de Ag y Ac:

Va = ka X [A]d X [Agd) (2)

y la velocidod de la recccidn hacia la izquierda es:

Vd = kd X [AgAc] (3

si en equilibrio Va = Vd entonces

ka X [Ad X [Ad] = kd X (AgAc)

(AgAc) = ka = k
R T o

es decir, que la constante de equilibrio (keq) se clcanza cuando ka = kd (35)

(1)* Ver pagina .5
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Lo constante de equilibrio puede considerarse como la medida de la l';uerza
de lo asociacidén que hay entre el antigeno y el anticuerpo; cuando es elevada, =
los enloces entre los dos serén dificilmente rotos (1V:30-31). Se han encontrado -
constantes de equilibrio muy diferentes para ejemplos diversos de anticuerpos, inclu_
sive de la misma especie; dichas diferencias se reflejan en la avidez que desplie -
gon los anticuerpos (35,1V:30-3[). Por ejemplo, se han encontrado en promedio las

siguientes constantes de equilibrio para clgunos anticuerpos (VI1:217, 313, 356):

anti-A = 6.0 x 107 = 1.3 x 107 I/mol  (1gG)

onti-D = 1.4 x 107 = 1.2 x 10° I/mol

4.0 x 108 1I/mol

anti-E

2.5 x 16®  1/mol

anti-e
anti~c = 3.2 = 5.6 x 107 i/mol

anti-K = 0.6 - 4.5 x 1019 [/mol

Comparando el ‘valor de la constante de equilibrio del anti-D y el anti-K,
se deduce que la unién onti-K-K serd més fuerte que la onti-D-D.

El valor de la constante de equilibrio no sélo da una informacidn relativa a
fa naturaleza de la unidn entre antigeno y anticuerpo. Para que los eritrocitos sen
sibilizodos seon destruidos por el organismo, se necesita un minimo de moléculas de
anticuerpo unidas a coda célula. Este valor minimo estd dodo por la relecién - =
[AgAc)/[Ag). Ordenando los férmir;os de lo ecuacién (4), se observa que la propor
cién {AgAc)/[Agl depende de keg y [Ac) (34,35):

(AgAd = keq X [Ad) (5)
(Ad
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Lla c;nsfante de equilibrio es también una medida de la efectividad biclégica
del onticuerpo; los anticuerpos que tienen los valores mas altos de keq, son los més
octivos, ya que pueden dlcanzar mejor la proporcién [AgAc)/(Ag) ain cuando se en
cuentren a bajas concentraciones plasméticas (35).

Se sobe que la constonte de equilibrio (keq) depende o su vez de la concen
tracién de iones hidrégeno (pH), tem;‘:erofura (T) y fuerza idnica ( /A) proporcionados
por el medio de reaccién (12,33,34), Ya gue tanto los antigencs como los anticuer
po; son en gran parte de carécter proteico, los parémetros mencionados enteriormen-
te afectarén la primera fase de la reaccién ontfgeno-anticuerpo en lo medida en que

modifiquen la conformacién de las protelnas (V:53).

lJd pH .

Las protefnas son compuestos de alto peso moleculor constituldes por una se -
cuencia ordenada de aminodcidos en una o mas cadenas; debido a esta composicidn,
es que se consideron como anfolitos o electrolitos aonféteros, dodo que pueden actuar
tanto como bases o como &cidos al ionizorse sus grupos amino y carboxilo libres -
(NH3"', =COO7) (XVIL:118). Por la ionizacién de estos grupos, se creon fuerzas -
electrostaticas no covalentes, que mantienen .Ia estructura terciaria y por ende la es
tabilidod de dicha proteina (V:53). Lo carga neta de la protelna depende ded pH
del medio en que se encuentre. Existe poro caoda protelna un valor de pH en que
su carga neta es cero, por lo cual no migra en un compo eléctrico; este pH es el
punto isoceléctrico (pl) (XVIUIIL:N8),

A un pH &cido con respecto al punto isceléctrico la proteina tendr& una cor
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ga neta positiva y como catidn migrard hocia el polo negativo o céatodo. lgualmen
te, a un pH alcalino al punto isceléctrico, la proteina tendra una corga neta nega_

-~

tiva, y por lo tonto, migrard hacia el polo positivo o anodo. -

+Proteing €===-=- Proteing ===-==% Proteing=-
Ht OH"~

pl

Cada protelna tiene una solubilidad definida y carocterfistica en una solucidn,
con una determinada concentrocién de sales y un determinodo pH. La solubilidod
de las protelnas estd marcadaments influenciada por el pH, siendo minima en su pun
to isoeléctrico e incrementandose al aumentar la acidez o alcalinidad con respecto

a este punto. La explicacién es la siguiente: en el punto isceléctrico las fuerzas

electrostiticas de repulsidn entre lcs moléculas de soluto estan a un minimo y por lo

tanto tienden a coalescer y precipitar. Cuondo las molecilas onfollticas existen -

predominantemente ya sea como oniones o como cationes, las fuerzas repulsivas en -
tre los iones son altas ya que todas las moléculas poseen un exceso de cargas del -
mismo signo y serén muy solubles (IV:i23).

Lo molécula tridimensional protelca se encuentra plegoda de tal forma que
los aminodcidos polares (&cido aspartico, &cido glutémico, treonina, etc.) estan pre
dominantemente en una parte de la molécula mientras que aquellos de cadena no po
lar (fenilalaning, valina, metionina, etc.), se congregaran en otra creondo asi zo =
nas hidrofllicas e hidrofdbicas. .

Ha sido posible demostrar que la mayorla de las cargas que presenton las pro

tefnas a un pH cercono o la neutradlidod provienen de los siguientes grupos, los cua
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les se ionizan dentro de los ITmites de pH indicados:

A) Grupos acidos, que ol disociarse crean zonas cargadas ne-
gativamente en la molécula proteica:
/3 carboxilo del &cido (-aspértico
#‘l ‘ - 4.8
4" carboxilo del &cido I-glutémico .
B) Grupos bésicos, que al asociarse con protones producen -

zonas cargadas positivamente:

imidazol de la l-histidina . pH 6.4= 7.4
&- amino de lg I-lisina pH 9.5 - 10.5

guanidil de la l=arginine - pH D12

Los grupos terminales de la cadeno o¢ corboxilo (pH 3.3 = 3.8) y o¢ amino
(pH 7.5 - 8 ) contribuyen muy poco a la carga. Los grupos amida de lo glytamina
Y asporagina son ligeramente bisicos y no se ionizorén a este pH. Por otra porte,
los grupos ligeramente &cidos de la cistelna (grupo sulfhidrilo) y la tiresina (grupo -
hidroxilo), ambos con un pH 9 - 10, sélo se ionizarén en una solucién moderadamen
te alcalina (XIil:164=-185).

El punto isoeléctrico de una proteina es un indicio de su caricter neto &cido
o bésico, lo que se ver§ reflejado en su carga neta cuondo se encuentre o pH 7.
A este pH, los cargas positivas son proporcionadas por las codenas lotercles de orgi_
nina y lisina y por cproximodomente la mitod de los residucs de histiding las car-

gas negativas seran resultodo de los grupos carboxilo del asportato y glutomate =
(XIit:166).
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Todas las proteinas, independientemente de su funcién, pueden actuar como
amortiguadores como resultado de su olto contenido de grupes écidos y bésicos. Lo
albimina, por eie-mplo, con un punto isoceléctrico de 4.7 se encuentra a un pH fi -
siol 3gico como anidn y se comporta como &cido débil. Por eso su capacidod omor
tiguodora procticamente no depende de su habilidad pora reaccionar como elactroli_
to onfétero, sino que estd en funcidn casi exclusivemente del sistema amortiguador

que se forma por la mezcla de protefna écida libre, no combinada y protelna que

forma una sal con una base fuerte (111:223; V1(:190-193)

Albomina
Albumincto de Sodio

Aunque no se requiere obligatoriamente de grupos cargodos formalmente en -
los antigenos o en los onticuerpos, es necesario que estas moléculas se encuentren -
ligeramente ionizadas para que la reaccién ontigeno-anticuerpo se produzca. Las
inmunoglobulinas, protefnas plasmaticas con un pl promedio de 6.7 (5.8 - 7.3), se
encontrargn al pH de la reaccién con una carga eléctrica débil que permitird en -
parte, a través de los grupos carboxilo y amino la intleroccién ontigeno-anticuerpo
(2,35). La fuerza final de esto i‘ni-erocci6n representa la suma de todos las fuerzas,
tanto de unién como de repulsion que se originon entre las moléculas de ontgeno b4
onticuerpo, y que se deben a fuerzas més débiles como son: puente de hidrégeno,

uniones hidréfobas, fuerzas de Von .der Wadls, etc. (35; V:53).



1.1.2 Temperatura

Para poder comprender en una forma més sencilla el efecto de la temperatura
sobre la reaccién antigenc-anticuerpo, debe considerarse en este- caso dicha reaccidn
no como un fenémeno biolégico, sino puramente quimico y que ol igual que toda -
reaccién quimica genera o requiere energia para poder llevarse a cabo.

La temperatura puede tener un profundo efecto sobre el resultodo final de lao
reaccién ontigeno—anticuerpo (XIX:45). Ya que la hemaglutinacién es un proceso -
de dos fases, es posible que solo una de ellas o ambas se vean ofectodas por lo tem
peraturg; todo parece indicar que es en la primera donde se ejerce su efecto prin-
cipalmente (35). Asi, una modificacién en la temperatura conducira igualmente o
un cambio en la velocidad de reaccidn y por lo tonto en la constante de equilibrio
(X1:571).

Arrhenius sugir'ié que las reacciones quimicos tienen lugar como resultado de
la colisién entre las mo'éculas, y para lo cual hon de tener una energia odiciondl
superior a la energia promedio de las moléculas reoctantes del sistema (XIV:396).
Esta energio se conoce como energia de activacién, y se dice de oquellos molécu -
los que la presentan que estén en un estado octivado.

Este concepto se expresa por la siguiente ecuacién:

»

k = Ao EVRT 6

donde k = constante de velocidod de reacciédn

T = temperatura absoluta
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Ea = energla de activacidn
R = constante de los gases

A = constaonte

Como consecuencia a la explicacidén de Asrhenius, se origina la teoria del
estado de tronsicién que interpreta la forma en que lo constante de combio vorla -
con la temperatura indicando la existencia de una barrera inicial de energia que los
reactivos deben sobrepasar antes de que la reaccidn se produzca (Xiil:266). La ener
gia de octivacién es siempre positiva y debe liberarse de las moléculas o complejos
activados cuando estos combian a su estado normal.

El resultodo de la energla de aoctivacidon varfa de acuerdo a la naturaleza -
de la reaccidn; puede traducirse en una mayor velocidod de reaccidn, o en un arre

glo de los Gtomos o grupos moleculares pora producir un isSmero més octivo.

-------------

AH de la reaccién

* = 8 & "

A:g.'l:;\.c.'.. ..I;....-

Energla

Progreso de la reaccidn

Figuro 1

Las moléculas reaccionantes deben adquirir cierta energia de octivacién (E)
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para formar el complejo de transicién que después se descompone para proporcionar
los productos de la reaccidén, o bien si la reoccion es reversible, dirigise hocia la
inquierda.

El complejo octivado no es un compuesto intermedio idnico y simple, sino que
se le considera con las propiedades termodinamicas definidas de una molécula ordina
rio que posee cierta, aunque temporal, estobilidod debido a que los enlaces entre -~
los Gtomos estan en proceso de formarse y romperse, Por lo tanto, los enlaces no -
son definitivos, como lo son en las moléculas de los reactivos o el producto (1:652;
X1:584; XIl:269).

La teoria del estado de transicién propone que la concnetrocidn del comple-
jo intermedio debe estar en équilibrio con los reoctivos y que especialmente es su -

descomposicidn lo que determina Iq direccidn de la reaccién (X1:584; XIV:267):

este cambio estéd gobernado principalmente por la diferencia de energia libre de -
Gibbs estandar entre el complejo de transicién (AgAc*) y los reactivos, y se puede

expresar medionte (X111:267):

AG

donde /G = combio en la energio libre de activacidn

=RT In keq* 7

w* —

keq* = constante de equilibrio qu;ve produce el

complejo de transicién
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Ya que [os cambios en fa energia libre se relocionon con los cambios de en

tropia y entalpia por la ecuacidn (X111;268):

AG®= AH -T AS® (8)
donde AG®= cambio de energio libre
AH®= combio de entalpia

LD S® = cambioc de entropia

el grado de reaccion final estard gobernado por los diferencias entre la entropia y
entalpia esténdar del complejo de transicidn y los reactivos, y se podrd conocer -
keq* a trovés de la determinacion de AG”.

Para predecir cualitativamente el efecta de la variacién en presién o tempe-
ratura de un sistema en equilibrio, se hace uso del principio de Le Chatelier-Braun
que establece "cuando se varfon las condiciones de un sistema, inicialmente en -
equilibrio, éste se desplazard en sentido opuesto para restablecer las condiciones ori
ginales" (XIV:310),

Cuvando una reaccién es endotérmica al adicionar calor al sistema en equili-
brio, se propicia el desplazamiente (ka) de la reaccién (1)* hacia la derecha con -
la formacion de mas productos y el consiguiente aumento en el valor de la conston~
te de equilibrio. Por el contrario, si la reaccién es exolémica, la aplicacién de

calor causard que el equilibrio se dirija hacia la izquierda promoviendo la disocia-

cién del producto (kd) (XI:238),

*Ver péagina 5
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Si una reaccion es exotérmica o endotérmica depende de los valores de la -
energia de activocion entre los productos y los reactivos. Siendo los reactivos las
moléculas de antigeno y anticuerpo, la conversion de estos en el complejo AgAc se
acompafia de la fo;-mocién de un complejo intermedio de tronsicién AgAc® cuya ener
gia potencial es mayor que la de I:s reactivos y equivale a la energia de octivocidn
que sefiala el caracter exotérmico o endotérmico de la reaccién (Figura 1)* (XI1:267).
Cada clase de il_*nmunoglobulina tHiene una energia de octivacibn especifica para que
puedan reaccionar (XIX:45).

La reaccion entre ontigeno y anticuerpo resulta en la liberacién de energia
(A G) que puede aparecer como calor (A H), o como un cambic en la entropia
(TAAS), o ambos de acuerdo a la ecuacidn (8)** (35).

Se ha visto que los anticuerpos "frios" son exotérmicos, mientras que por el
contrario, los "calientes” estén predominontemente relacionados a la entropia. Los
pocos experimentos termndindmicos que se han hecho sobre los eritrocitos apoyan esta
ideq; por ejemplo, los anticuerpos frios como el anti-1 y onti=A son principalmente
exotérmicos y muestran un ligero cambio de entropia (Tobla 1). De hecho, reciben
su nombre de anticuerpos frios debido a que su poder aglutinante es mayor a tempe-
raturas de 4-20°C, mientras que cuando se eleva la femperatura o 30-37°C la -
aglutinacion es minima, o bien no llega o producirse ol dirigirse la recccién hocio
la izquierda. Por otro lodo, el anti=-D que se puede clasificar como anticuerpo co-

liente, se ha observado no que produzca calor cuondo se combina con las células ro

*Ver pagina 13

**Ver pagina 15
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jas, sino que se acompaifia de un incremento en la entropia (35).

Anticuerpo AH (keal/mol) AS (cal/grade/mol)
anti-| =36 -78
anti-A -5.4 a -21.8 ~2 a ~-33
anti-D 0 +0.7 41 + 2
TABLA 1
(10, 32, 56)

Cuando se forma el complejo ontigeno-anticuerpo, el sistema se hace menos

casual, esto es, hay una disminucién en la entropia. El decremento en la casuali-

dad debe ser compensado por un aumento en el grado de desorden por un proceso -
concomitante (31).

Debido a que la reaccidn ontigeno-anticuerpo ocurre en un medio acuoso, -
las interacciones hidrofilicas e hidrofébicas entre las moléculas también son importan_
tes. Las moléculas de agua no son eléctricamente neutras, sino que tienen un polo
relotivamente positivo (hidrégeno extremo) y uno relativamente negative (oxigeno ex
tremo). Estas moléculas son atraidas hacia aquellas regiones superficiales de la mo-
l&cula proteica que contenga orr!inoécidos polares, nece.sil'éndose una cierta energla
para desplazar estas moléculas de ogua y permitir que el antigeno interaccione con
el onticuerpo (V:53). |

La energia libre de atraccién es mucho mas alta cuondo no existe o casi no

hay agua entre los sitios actives del onticverpo y los determinantes antigénicos que

cuando se encuentra una capa de moléculas de agua situadas entre ellos. Esta capa
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no sdlo disminuye la fuerza de atraccién sino que también aumenta lg distoncia in -
termolecular. La expulsion de agua entre antigeno y aonticuerpo ayuda o fortalecer
su unién. Usualmente se interpreta que la liberocion de las moléculas de ogua uni_
das a antigenos y anticuerpos disminuyen su entropia causando un incremento en el
desorden del sistema externo (32,56,73,74).

Otra explicacién posible, pero menos probable ol crambio de entropia, es la
modificocién en la estructura terciaria del onticuerpo duronte la formacién del com-
plejo, conduciendo o un mayor grodo de casualidad dentro de la molécula del onti-
cverpo (31).

Los factores q.ue determinan si un anticuerpo en particulor es exotérmico o -
no, es la naturaleza de las uniones en el sitio de combinacidn. Algunos tipos de
enlaces, tales como el puente de hidrégeno son predominontemente exotérmicos, -
mientras que las uniones hidrofébicas estén principalmente asociodas @ wn combio de
oljfropio (10,38). Lo razén que determina que los anticuerpos sean frios o calientes,
es pues lg naturaleza quimica del antigeno (33).

Aunque la vosta mayoria de los anticuerpos antieritrocito humanos reoccionan -
mejor a la temperatura corporal (37 °C), algunos requieren de temperaturas mucho
més baias.' Ejemplos de &stos son las aglutininas frias fuera del sistemc ABO que -
reaccionon mejor a 4 °C. Anticuerpos de este tipo producen ogregodos of ser incy
bados con eritrocitos o temperaturgs de refrigeracién, y ol elever la temperatura a

37° C, se dispersan completamente (ejemplo, onti-P) (X1X:45).
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1.1.3 Fuerza lénica

El comportamiento de cualquier ién, como las proteinas, en una solucién es-
té& influenciado tanto por e.l nimero como por la carga de todos los iones presentes.
Debye y Huckel derivaron una expresion que relaciona el coeficiente de octividad
idnica media de un electrolito en solucidn muy diluida, con la naturaleza del disol
vente, la temperatura y las valencias y concentracién de los demas iones presentes

en esta solucidn. Dicha expresidn es la siguiente ( X:58):

-log Y = ].8]2)( 10% Zy zz ‘/7 )
D T

donde = coeficiente de actividad

¥
D = constonte dieléctrica

T = temperatura en °K

Z, v 22 = cargas del idn y contraién
/l.(.

= fuerza idnica
y lo fuerza idnica se define por férmula como:

./.4, /2 éci Zi2 (10)

siendo €; ™ concentrocion molar del ién tipo ;

- Z = vaolencio de ese idn
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La fuerza idnice constituye una medida no sélo de la concentrocion, sino -
también del nomero de cargas eléctricas provenientes de los cationes y aniones apor
tados por una sal.

Ademés de que la ecuacidn de Debye-Hickel estd hecha sdlo para soluciones
muy diluidas (/u. menor a 0.01), los: coeficientes de actividad va'fm.de un idn o
otro de la misma carga a una fuerza idnica en particular. Por &sto, se han sugeri-
do otras ecuaciones pora cubrir aquellos casos que no cumplan ton la ecuacion de
Debye~-Hiickel; una de ellas es la desarrollada por Davies que proporciona en forma

odecuada un valor de la octividod de los iones en solucidn a una determinada fuer-

za iénica (VII1:161):

log 4 =0.509 z2 _/m—  -02/& T oaw
1 +\//u

Los proteinas como electrolitos multivalentes, tienen un comportamiento simi-
lar ol predicho por la expresion de Davies, esto es, al aumentar la concentracién -
de sales en el medio, decrece el coeficiente de octivided T - Con los siguien

tes ejemplos se puede observar claromente lo anterior:
Si M= 0.03
~log 4 =0.509 ()2 0.173205 - 0.034641
1.173205

log 4 = -0.0405047

4 = 0.910952
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Si /u. =0.14

-log 4 = 0.509 ()2 0.3741657 - 0.0748331
T.3741657

log 4 = -0.0637603

A = 0.863455

L]
Es decir, cuando la fuerza idnica es de 0.03, el coeficiente de actividad -
» ;

es mayor que cuando ésta es de 0.14

La concentracidn de sales existente en el medio de reaccién influye sobre la
reoccidén antigeno-anticuerpo cuando los grupos ionizados del ontigeno y del onti -
cuerpo (-COO~, -NH3+) son parcialmente neutralizados, evitando asi su interaccién;
de ahl que a bajas fuerzas ibnicas estos grupos queden expuestos dando como resulta
do un incremento en la atraccién de grupos cargados diferentemente en los antigenos
y anticuerpos, lo que se traduce en una mayor frecuencia de colisién (1,2,31,34,-
' 35,659).

El incremento considerable en la constonte de asociacién (ka) en la reaccién
antigeno-anticuerpo® implica un aumento similar en el valor de la constonte de equi
librio, permitiendo que la reaccién se efectbe en menor tiempo (35).

La importancia de la fuerza idnica en la reoccién antigeno~onticuerpo es tal,
que cuando la concentracidn de sales en el medio es muy dlta, las protefnas preci-
piton ol ser removida el agua de hi;:lroracién permitiendo que la interaccién protei=

ne-proteina sea mayor; debe hacerse notar que tol precipitacién no es especifica,

*Ver pagina 5
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y no favorece la reoccidon aontigeno—anticuerpo.
Existen algunos iones, llamados caotrépicos como por ejemplo SCN™, I7, -
Cl~, etc., que tienen una marcada capacidod ‘para modificar fuerzas débiles no co_
valentes como el puente de hidrSgeno, fuerzas hidrofébicas y ionicas que son raspon
sables no sélo de la estabilidad de la estructura terciaria de los proteinas, sino tam

bién de la formacidn del complejo ontigeno-anticuerpo (72).

- -
Efectividod en la Efectividod en la
precipitacidn proteica - accidn cootrépico
4 SO,
CH,COO™
crr
B~
N03-
clo,”
-

L7
0
3
R

)
Series de Hofmeister (tobla 2)

El orden de los iones en su efecto cootrépico es inverso a su efectividod en

la precipitacién salina de las proteinas de acuerdo a las series de Hofmeister (toblo
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2). Los aniones divalentes precipiton a las proteinas cargodas positivamente en for_

ma mas eficiente que los aniones monovalentes. Aunque la valencia del idn es de

importancia en la precipitacién, existen algunos fones monovalentes que son mdés

efectivos que otros (111:363),

El complejo antigeno—-anticuerpo es separado en proporcidn a las propiedades

caotrépicas y concentracidén molor de los iones cootrépicos (11). Su efecto lo ejer-

cen sobre la fose primoria de la reaccién alterando la constante de equilibrio al mo
dificar las fuerzas de unién entre las moléculas reaccionantes (72).

Efectos idnicos simples, como los‘ producidos por el NaCl no son suficientes
para romper completamente las uniones antigeno-anticuerpo, debido o la caopacidad

cootrépica relativamente |limitoda de los iones CI~ (tabla 2)*.

1.2 Reoccidén de Hemaglutinacién & segunda fase
En el estudio inmunohematoldgico de los grupos sanguineos eritrocitarios, la
reaccidn entre el antigeno de la superficie celular, y su anticuerpo correspondiente

se detecta la moyoria de las veces, por la oglutinacién especifica de las células in

volucradas, y con menor frecuenclia por su lisis (X11:216). El agregado observodo -

puede considerarse como una malla, en la cual los eritrocitos se encuentran unidos

entre si, como resultodo de la creacion de puentes intercelulares debidos a las molé

culas de anticuerpos (58).

*Ver pagina 22
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1.2.1 Antigenos eritrocitarios; nOmero, localizacidn, caracteristicas

genercles y efectos de carga.

Como puede observarse en la ecuacién (4)*, la contidod de antigeno (es de-
cir, el nomero de eritrocitos), el nimero de sitios mfigénico:c por eritrocito, la con
centracion del anticuerpo y la capacidad de combinacion de! anticuerpo afectord la
captacién del mismo por los erifrocitos, o que a su vez influird en el grodo de -
aglutinocién (IV:36). Pora que la formacién de la mallo se produzca, es necesaria
la presencia de miles de sitios antigénicos sobre el eritrocito. Algunos estudios hon
determinado el nimero de sitios antigénicos que se encuentran en los eritrocitos -
(tabla 3)** (IV:111).

La superficie eritrocitaria estd compuesta de colinas y valles yltromicroscépi_
cos, los determinantes antigénicos pueden encontrarse en unas u otros (XIX:48), Es

tos determinontes estan clasificados bajo aspectos genéticos, quimicos y/o biolégicos

(V:398).

a) Aspecto Genético.-

Para algunos especialistas, los grupos sanguineos humanos constituyen -
un material muy importante para el estudio de los problemas de la herencia
cplicables en Antropologia, Medicina Legal y Forense, eic. Esto rodica en
que los leyes de su transmisién he-reditcrio pueden demostrarse con ropidez y

objetividod; siendo posible repetir las determinociones obteniendo siempre re

*Ver pagina 6
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Sistema  Antigeno  Tipo de Eritrocito = Nimero aproximado de sitios antigénicos

ABO A A ' ' 800,000 - 1,000,000

1
Ay | 250,000 - 290,000
A8 460,000 - 850,000
AB 120,000
A; (corddn) 250,000 - 370,000
A, (cordsn) 140,000
B B 750,000
A8 430,000
Rhesus D CcDEe 33,300 - 38,500
- - 110,000 - 202,000
¢ cc 70,000 - 85,000
Ce 37,000 - 53,000
e . e 18,200 24,400
Ee 13,400 - 14,500 -
E EE 4,89 - 5,50 ()

22,400 - 25,600 (2)*

Ee 450 -  2,8%0 (1*
5,800 - 11,800 (2*
Kell K KK 5,090 - 6,975
k k 2,750 - 3,900

Tobla 3 *Los datos marcados con (1) y (2), pertenecen a resultodos obteni

dos con diferentes anticuerpos anti-E
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sultados estables y reproducibles (XV:7).

Desde el punto de vista antropolégico, los grupos sanguineos puede'n -
estar altamente relocionados a ciertos nicleos rociales. Por ejemplo, el foc
tor Diego se presenta muy difundido entre determinadas tribus indics de Sudamé
rica que se encuentran particularmente cisiadas del resto del mundo y donde
se fiene que mas de la mitad de la poblacién es Di? positiva.

Con esto queda confirmada una vieja hipdtesis que sostiene que los in-
dios de América son descendientes directos de los pueblos mongélicos csiati -
cos. El antigeno Di? estd ousente en los coucésicos y negros, confinandose
pr&cﬁcamenfe.a las personas de origen mongédlico.

Otro factor sanguineo, que no tiene relacién con el Diego, es el foc-
tor Sutter (Js®), que no se encuentra ni entre los indios americanos, ni en -
los esquimales, asi” como tompoco en los asidticos, sino preferentemente en -
la raza blanca. El ontigeno Js® se heredo como un carécter mendeliano do
minante, es independiente de los sistemas grupales hasta chora descritos (XV:
89-90).

Por otra parte, todas las personas reciben un juego de cromosomas de
cada progenitor; cada juego estd compuesto de 22 o-ul'osomas y | cromosoma
sexval con lo que se tiene un total de 46 cromosomas.

Los genes que gonrrolun las estructuras de los antigenos de cualquier -
sistema de grupo sanguineo,se asume que se encuentron en loci correspondien
tes de un par de cromosomas homdlogos. Por lo tonto, porc todos los genes

llevados en los autosomas, un individuo puede ser homo- o heterocigoto.
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El descubrimiento del grupo sanguineo Xg ha resultodo revolucionario,
los Unicos genes de grupo sanguineo que no se tramsmiten en cutosomas son -
aquellos que pertenecen a este grupo, y se transmiten en el brazo corto del
cromosoma X. Las mujeres pueden ser homo- o heferocigotas a Xg9 (Xg%g“
6 Xgg), pero los hombres sélo pueden ser Xg9 & Xg, y se dice que son -
hemicigotos (XI1:174),

Hasto chora se ha observado que en el cromosema X no sélo se encuen
tra el gen que da la informacién pora e! antfgeno Xg9, sino también aque -
llos de los cuales depende el daltonismo, la hemofilia, la enfermedod de -
Christmes o deficiencia del factor IX de la coogulacién (componente trombo-
plastinico del plasma), la distrofia muscular de Druchenne, el déficit de glu -
cosa-6-fosfatodeshidrogenasa y la disposicidn familiar para le hipogammagio-
bulinemia. En vista de que se conoce con relativa certeza la distancia que
existe entre los genes que determinan las carocterlsticas descritas anteriormen
te, el grupo Xg° ofrece una muy buena oportunidad pora el estudio de la -
herencia de estas enfermedades y algunas anormalidades cromosdmicas (XV:
92-94).

No serla un atrevimiento pronosticar que un dfa serd encontrado un -

factor sanguineo cuyo gen pertenezco ol cromosoma Y.

b) Aspecto Quimico.-
El eritrocito humano es una estructura sumamente complicada, de la -

cual los antigenos de grupos sanguineos sélo constituyen una pequefia parte.
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"No es c;e sorprenderse que oquellos intentos hechos pc;rq determinor la estruc
tura quimica de los antigenocs cislados de los eritrocites, no den una informa
cién de mucho valor (11:45),

Hasta donde se sabe los antigenos eritrocitorios pueden ser glucolipides
o proteinas. Comparando el gron nimero de grupos y sistemas que se cono-
cen, son pocos los antigencs de los cuales se sobe su estructura. Por ejem-
plo, la especificidad de los sistemos ABH, Lewis, li y P estd determinoda -
por estruicturas de oligosacéridos’ unidos a la ceramida (MN-acil-esfingesing).
De estos, la primera que se conocié fue la del sistema ABH y Lewis en -
1966-1969, a diferencia de los antigenos P que fueron identificodos reciente-
mente en [974-1976 (X11:290-291).

Los datos experimentales sugieren que los antigenos M y N son totaimen
te glucoproteinas, ambos estén determinodos por la diferencia en la compesi-
cidn de aminodcidos de las codenas polipeptidicas o las cuales se unen resi—
duos de carbohidrato.

Otros antigenos estudiados son oquellos que pertenecen of sistemo Rh~Hr;
existe uno gran evidencia para considerorfos de caracter proteico yo que son
inactivados por ogentes olquilantes, urea o digestion proreolﬂi;o (XN:172).

El conocimiento de la estructura quimica de los diversos ontfgenos eri-
trocitarios, puede llegor o ser de importoncia en el establecimiento de nue -
vas técnicas que aprovechen este dato para proporcionar mejores condiciones

de reaccion en la bisqueda de anticuerpos antieritrocito.
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c) Aspecto Biolégico.-

Se ha observado que existe una relacidn, a veces no bien definida y

explicoda entre los grupos sanguinecs y diversas enfermedodes, osi’ como con

la forma o funcidn del eritrocito (111:185,27).

En.el primer caso, estas relociones pueden situarse en varias .catego -

rias:
1.~ Alteracién de la expresién de los antigenos eritrocitarios como re
sultado de una enfermedad {cambios en l-os antigenos ABH en po-
cientes con leucemia) (IV:I88).
2.~

Influencia de los grupos sanguineos sobre la resistencia (infesta -
cién por P. vivax en la poblocién 'Fy(a-b-), o susceptibilidad a
ciertos padecimientos (Glcera duodenal en personas de grupe O,

o cancer de estdmago en pacientes de grupo A) (I1V:191,Xl1:178)

En el segundo caso, los eritrocitos se caracterizan por la disminucién

o ausencia de los antigenos en su superficie.

Por ejemplo, las células -
Rh

null Presentan estomatocitosis y una sobrevida menor "in vivo"”; los eri -
trocitos con el fenotipo Mcleod (supresion de los antigenos del sistema Kell),

son acantociticos, y aquellas que presentan en fenotipo Jk(a-b-) resisten a

la lisis con urea (27).

Independientemente del aspesto bajo el cual se les quiera considerar, el nd_
mero de sitios ontigénicos puede ser un factor importante para la hemaglutinacidn -
por anticuerpos IgG o IgM. Al estar muy separados los antigenos sobre el eritroci-

to es méas dificil que se formen los puentes intercelulares y se produzca {a hemaglu-
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tinacién (30,77).

Bajo condiciones normales, los eritrocitos ;n suspension saling tienen una -
corgo neto negativa a consecuencia del exceso de grupos carboxilo provenientes de
resiciuos de los &cidos siglicos* que estén sobre la membrana celular (6,7,13). De
acuerdo ol hecho de que porticulas de carga igual se repelen entre si; los eritroci-
tos en suspension salina se encuentran alejados unos de otros una cierta distancia -
en base a la carga que presenton; y conforme o Ja ley de Coulomb, esta distoncio

se puede defterminar con la siguiente expresidn (58):

F - QQ (12)
Dd?

donde F = fuerza de repulsién
Q' y Q2 carga de las porticulas
D = constonte dieléctrica
d = distancic entre Jos particulas

es decir, que la distancia depende de la carga de las particulas, fuerza de repulsion

¥ la constante dieléctrica del medio:

d€ = 1 2 ' (13)

Se ha calculado que la distancia intereritrocitaria en medio fisiolégico es de

25 nm y de 50-100 nm en una solucién electrolitica (7).

*95% é&cido N-ocetil neuraminico (NANA) vy 5% écido N-glucolil neurominico
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Cuando los eritrocitos se suspenden en soluciones electroliticas, los iones en
solucién se orienton sobre la superficie celular, de tal formo que los cationes le re-
cubran primero parc neutralizar la carga negativa y después los aniones para compen
sar a su vez a los cationes. FEsta orientocidn i6nica se repite formando una nube -
coda vez més difusa en cuanto mas alejada se encuentre del eritrocito (figura 2 y 3)
(57,58).

En la figura 3% las cargas mostradas inmediatamente adyocentes a la superfi-
cie probablements se encuentran sobre ésta, con algunas de las cargas compensatorias
sostenidas en una capa estacionaria liquida junto a la superficie {capa fija). Las -
demas cargas estdn distribuidas a través de la solucidn electrolitica como una atmds_
fera difusa y mévil andloga a la postuloda por Debye-Huckel (57,58; X!:848).

La caida de potencial entre el sdlido y el Iiquido puede verificarse en dos
formas que dependen de laos caracteristicas de los iones o moléculas presentes en lo
disolucidn que forman lo porcidn exterior de la capa (figura 4)**.

Si el potencial del sélido se indica pot A y el de la maosa del (Tquido por
B, en cada caso AC es la caida definida de potencial en la parte ﬁ.iﬂ, es decir -
entre la superficie del sdlido y la capa compensatoria. Por otra porte CB es la va
riacién grodual de! potencial y se da entre la capa compensatoric y el resto de la
solucidn; esta segunda coida de potencial es lo que se conoce como potencial elec
trocinético (término ya olvidodo) o potencial zeta (% ) (VI:1099-1100).

El potencial zeta depende de la carga neta de la superficie de la membrana

* Ver pagina 32
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celular, de la constante dieléctrica y lo fuerza idnica del medio de acuerdo a la

siguiente férmula:

¥ = AT (14)
[»]
donde Q

= carga por unidad de area

o
]

distancia a la capa difusa

D = constonte dieléctrica del medio

y constituye el indice de la repulsidn electrostatice intercelular.

En la ecuacién de Coulomb (12)* se observa claramente que al aumentar el
valor de la constante dieléctrica, la fuerza de repulsidn entre las cargas se reduce
Y por consiguiente la distancia que les separa. Iguclmente esta fuerza de repulsién
F!isrninuye cuondo la corga eléctrica celular esta sélo en parte neutralizada por ca
tiones, De acuerdo a la concentracién salina del medio, serd entonces el espesor
de la nube idnica que rodea ol eritrocito y por consiguiente el potencial zeta se -
verd alterado.

El potencial zeta critico para la aglutinacién por anticuerpos IgM es de - =
=23 mV y para los IgG de =12 mV; es decir que no habrd oglutinacién con estos
anticuerpos cuando el potencial zeta sea de =24 y =13 mV respectivomente. El -

valor &ptimo se encuentra en =18 mV pora los IgM y =6.5 mV para los 1gG (50).

*Ver pdgina 30
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1.2.2 Anticuerpos antieritrocito; caracteristicas generales

Ademas de la localizocién y nGmero de los sitios ontigénicos, es importante
que las distancias efectivas intercelulares sean tales durante la segunda fase de la
hemaglutinacién, que permiton la formecién de puentes por los anticuerpos o de lo
confrario, aunque el eritrocito se encuentre sensibilizado, la formacién de la malla
no serd posible (58). La distancia que se requiere para una aglutinacién Sptima de
pende del sistema antigeno~anticuerpo involucrada ya que éste varfa de acuerdo o
la lecdlizacién particular del sitio antigénico y a la clase de inmunoglobulina que
interviene (77).

Es importante recordar las caracterfsticas de las dos principales clases de in-
munoglobulinas que intervienen en la recccién antigeno-anticuerpo inmunchematolé-
gica; IgG e IgM.

Las moléculos més grandes, IgM, tienen un peso molecular de $00,000; -
presentan 5 sitios posibles de combinacién y son de un tomafio aproximodo a 35 nm.
Las més pequefias, [gG, tienen un peso moleculor de 160,000; con dos sitios de com
binocién y un tomafio de 14 nm. Las moléculas de IgM son un pentémero ciclico -
de 5 subunidades, coda una semejonte a la molécula de IgG  (figura 5)*.

Las moléculas ::Ia inmunoglobulinas son flexibles, pueden en cierta medida mo
dificar su estructura para permitir su unién con el antigeno correspondiente; por es
to sus dimensiones pueden varior (figura 6)**(XIX:35,36).

)’o que las moléculas de IgG cuando se encuentron con el fragmento Fab o

su maxima exfensién son més cortas que las IgM, necesitan que la distancia intereri

*Ver pagina 36

**Ver pégina 37
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trocitaria sea menor para que puedan unirse a los sitios anﬁgéﬁicos. Los onticuer-
pos IgG pueden unir a los eritrocitos cuendo la distancia no sea mayor de 14 nm,
mientras que para los IgM es de 35 nm. (figura 7)* (59).

Se ha visto que el nimero necesario de moléculas de anticuerpo para hacer
posible la hemaglutinacién es muy diferente; por ejemplo, cuando el anticuerpo es
IgM, se necesitan de 25 a 50 moléculas de anti-A, 120 de anti=-D, de 65 o 440 -
de anti-l, etc. Por el controrio, el niémero de moléculas de IgG necesarias para -

fa hemaglutinacién es mucho més alto; cerca de 7,000 de anti-A e incluso se ha-

bla de 20,000 y 500 de anti-D (37,71).

*Ver paging 39
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Agentes fisicos, quimicos y fisico-quimicos que ayudan

a la segunda fase de la reaccién Antigeno-Anticuerpo

Para que la hemoghltinacién por anticuerpos IgG sea posible, la distancia en

tre las células debe ser minima. Los eritrocitos pueden acercarse més entre sT modi

ficando el medio que les rodea, o alterando su morfologia exterior.

El cambio del medio puede lograrse mediante el uso de: 2.1 Bajas fuerzas

iénicas, y 2.2 Polimeros y Polielectrolitros.
Lo alteracion exterior del eritrocito se efectiia con el uso de: 2.3 Enzimas.

Ademéas se cuenta con otros foctores que promueven la hemaglutinacién y que

son: 2.4 Antiglobulina humana o Suero de Coombs, y 2.5 Centrifugacidn.

2.1 Baja fuerza idnica

Anteriormente® ya se ha explicado el efecto que tiene la bdja fuerza idnica

sobre la reaccién antigeno-anticuerpo ol aumentar el coeficiente de actividad i6ni -~

¢a; por lo tanto, no se repetira aqui.

2.2 Polimeros y Polielectrolitos
Los polimeros son moléculas gigantes que consisten en la repeticién de peque
Aas unidades o mondmeros enlazadas covalentemente entre sT. Dependiendo del di-

solvente en que se encuentren adoptan diversas configuraciones, de tal forma que el

*Ver pagina 19 y siguientes.



T Al
mejor disolvente ser& aquel que permita la mayor interaccién polimero~disolvente lo
que da como consecuencia que la molécula del polimero se extiendg; por el con -

trario, cuando el disolvente no es el adecuado, el polimero se encontrard enrollado

en forma compacta {1:679-683).

Si un mondmero contiene un grupo ionizable que no reacciona durante el pro
ceso de polimerizacidn, entonces el polimero resultante contendrd grupos dependien~
tes ioniz&bles incorporados a la cadena. Mientros que ta mayor parte de los poli-
meros no contienen grupos icnizobles y, por consiguiente no son electrolitos, hay -
ciertos polimeros naturoles y sintéticos que contienen grupas idnicos y se llaman po-
lislectrolitos (1:685). Ejemplos de pollmeros no iénicos son dextrano, metil-celulosq;
y de polielécfmlifoas, proteinas en general, polibreno, etc.

En ocasiones se trata a los polimeros y o los polielectrolitos en forma sepora
do, pero de acuerdo o la explicacién anterior, es convenjente considerarlos iur;fOs.

Los polimeros an solucidn puedan modificar en diversos formes la hemagluting

cién a través de efectos electrocinéticos, estéricos y osméticas:

o) Efecto electrocinético

Se ha dicho que algunos polimeros solubles en ogua, Yo sea sinféticos
o natyrales (aibamina, PVP, dextrano, Ficoll, etc.) aumentan la constante -
dieléctrica del agua en una cierta cantidad que es dependiente del grado en
que sean polorizadus y orientodas dichas moléculas en un compo eléctrico -
(58). La constonte dieléctrica es simplemente una medids de la capacidad =~

de! medio para reducir la carga de los cuerpos (1:49).
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Las sustoncias que elevan la constonte dieléctrico tienen arecs en su -
molécula que pueden ser atroidas o repelidas por las corgas eritrocitarias de
superficie (4,58,59). Los dipolos del polimero tienden a neutralizar parte -
de la corga en la cerconia de los cuerpos cargados, lo cual da como resuita
do una fuerza de repulsién efectiva menor entre éstos (4; 1:49).

A diferencia de los iones simples, los polimeros pueden ser forzados o
rotar y orientarse de tal forma en que su distribucién en el medio sea menos
casual. La energia requerida para esta polarizocidon y orientocién la obtie -
nen del campo elécfrico que rodea a los eritrocitos, de ahi que el potencial
zeta se vea reducido durante Io‘ segunda fase de la hemoglutinacién (58).

Por otra parte se ha encontrado que la odicidn de polimeros toles como
el dextrano, polietilénglicol, metil-celulosa, etc. al medio de reaccién, in
crementa e! potencial zeta de las células lo cual contradice la primera ex -
plicacién (19,74). Ademés se sugiere que la ogregacién inducida por el dex
trono es producto de la formacidn de puentes intercelulares del polimero; y
cuanto mayor sea el peso molecular del dextrano, se tendrén mejores resulta
dos (19,74).

Debe hacerse notar que estas conclusiones se refieren sdlo a polimeros
neutros; la molécula de albimina, con una carga altamente negative, puede
no comportarse necesariamente de la misma forma. MNo hay duda de que la
constante dieléctrica del medio ocuoso se eleva con lo odicién de albimina.
Las aglutinaciones falsas que se pueden encontrar ol usarla, pueden deberse

a la gran cantidad de polimeros que o veces se presentan y que provocan la
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formacién de puentes intercelulares a semejanza del dextrano (19,6l).

b) Efecto estérico

Las moléculas con gren peso molecular y que presenton carga positiva,
pueden inducir la formacién de complejos como resultade de su diferencio de
corgas. Estos complejos se forman fécilmente con Polibreno (polimero cua -
temario de amonio), Protaminae y poli-l-lisina, a bajas fuerzas idnices, y se
dispersan con lo odicién de sales neutras (7,21,36,39,41,43,64,67,74).

Se tiene un mecanismo hipotético en tres pasos para explicar la induc_
cién de la hemaglutinacién por policationes. Como primer paso ocurre la -
sensibilizocién del eritrocito a baja fuerza idnica, el segundo paso asume la
rapida distribucién de cationes sobre la superficie eritrocitaria y la formacién
de complejos iSnicos mediante aniones de &cidos sidlicos. Esto bajoria dras_
ticaomente la carga neta superficial del eritrocito permitiendo el ocercomien_
to entre las células. En el Gltimo paso, 'mc’s lento, las colisiones entre los
erifrocitos producen uniones cruzadas de policationes y ocidos siglicos de cé
lulas cercanas; igualmente los anticuerpos 75 reoccionon de forma estoble -
con los ontigenos correspondientes a otros eritrocitos, provocondo entrs am -
bos la hemaglutinacién (7,40, 41,43).

Cuondo se odicionan sales que elevan la fuerza idnica del medio, la
carga neta negativa celular se hoce efectiva y se restouran las fuerzas de re
pulsidn dando como resultodo la resuspensién de los eritrocitos si es que no

habia anticuerpos presentes. Los complejos antigeno-anticuerpo formados no
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son afectados por este cambio en la fuerza idnica a menos de que la concen

tracién salina sea muy alta (41,43),

¢c) Efecto osmético

Cuando un soluto se introduce en un solvente se observa que ocurre -

vna difusidn espontdnea de las moléculas del soluto a todas las partes del -

sistema para hacer su concentracién uniforme. Si este solutc se encuentra -

separado del solvente puro por una membrana semipermeable que le impida
pasar; igualmente se buscard unificar la concentracién y se fogrard con el
paso del solvente puroc hociq el lado contrario para diluir la concentracién
del soluto. A este fendmeno se le cono.ce como ésmosis. Por otra parte, -
no sblo se busca que exista la misma concentracién de solute en ambos lados
de la membrang, sino que también se montenga la neutralidod eléctrica por
lo cual hay un movimiento de iones.

Los polimeros en solucién provocan que el eritrocito que posee una -
membrana semipermeable pierda iones y agua adoptando la forma de un esto
matocito,con lo cual se permite mayor contacto intercelular (21,74). Las -

moléculas del polimero se hidraton con el agua liberada por el eritrocito y

evitan de esta forma que puedan constituir un impedimento estérico para la

reaccidn antigeno-anticuerpo (21,36).

2.2.1 AlbOming

Después de haber explicodo el efecto de los polimeros para promover la hema



glutinocién, es necesario dedicar un espacio aparfe o la albimina.

Puede decirse que es en 1944 cuando empiezo el uso de la olbimina como -
reactivo en un banco de sangre cuando se observa que existen anticuerpos antieritro
cito en el 40~50% de los pacientes, y que no eron puestos en evidencia con la téc
nica entonces empleada usando | hora de incubacién a 37°C en medio salino. Es -
tos onticuerpos ol producir la enfermedad hemolitica del recién nocido y reacciones
postransfusionales, indicaban que la sensibilizacién del eritrocito se llevdba a cabo.
Ya que estos anticuerpos eron incapoces de producir la hemaglutinacidn “in vitro”,
Wiener y Race les denominaron en {944, “onticuerpos incompletos®.

Estos anticuerpos podian ser detectodos si se usaba songre total de preferencia,
o si los eritrocitos contra los que se probcba el suero problema no eran lavados re-
petidas veces cuando se seguia la técnica de bloqueo (suero problema + onticuerpo |
capaz de oglutinar en medio salino + eritrocitos con el “ontigeno correspondiente; -
si so observaba una disminucidén en la aglutinacién, es que el suero problema conte
nfa el anticuerpo). Wiener atribuyd este fenémeno al efecto coloidal de o que el
llomd, las conglutininas del plasma.

Debido o que‘ el uso rutinorio de plasma como medio de deteccion paro onti
cuerpos incompletos requeria de condiciones dificiles de lenar (plasma AB, Rh nege
tivo), se buscé otras sustancias que lo suplieron. Diamond eligié albimina humane,
albémina bovina, gelatinag, metil-célulosa y dextrosa, y encontré que tanto la alb{
mina humana como la bovina eran capaces de detectar anticuerpos incompletos. =
Les ofras sustancias o no los enconfroban, o daban resultados falsos positivos (8).

Aunque Diomond encontré que los resultodos con ambas albéminos eron simi -
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lares, el empleo inmunohematolégico se limité a la segunda por su costo y focilidad
para conseguirla. Durante estos afios se ha confirmado la experiencia de Diamond
y se ha hecho de la albimina un medio importante pora la deteccién de anticuerpos
de tipo 1gG. Sin embargo, actualmente cobe pensar en el uso de la albimina hu-
mona en base a los experimentos de Diamond y a que los posibilidodes de su obten
cidén son mejores en la actualidoad.

Considerando que la albimina es una proteina cuyo pl es 4.7, ol encontror-
se a un pH de 6.8 odquirird una carga negativa que le permite funcionar como po-
lielectrolito elevando la constante dieléctrica del medio. Por otra parte, parc man
tener la neutralidad elécirica, la solucidn deberd tener una concentracidn equiva -
lente de iones de carga opuesta. Estos iones serdn entonces No® que ol ser reteni-
dos producen que la solucién se comporte como si fuera la solucién de la sol de la
protefna (proteinato de sodio)} (XI11:169).

Una situacién interesante se presenta cuando esta solucién de proteinato sédi
co estd separada de una solucidén de cloruro de sodio por una membraona dialitica -
dondo lugar a lo que se conoce como equilibrio de membrana o equilibrio de Donnan -
(Xil1:170). Considerando que | a membrana eritrocitaria es permecbie o iones peque
hos tales como Na' y CI~, pero completamente impermeable o los grandes iones -
proteicos, Pr , se origina un movimiento de iones de ocuerdo a la figura 8* :

La presencia del ién coloidal en uno de los lados de la membrana dialitica,
modifica la distribucién de iones difundibles de una monera caracteristica. 3Si se

tiene en la situacién inicial en | proteinato sédico a la concentracion o y of =

*Ver pagina 47
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otro lodo de la membrana NaCl a la concentracion b, como en el primer comparti-
mento no se encuentra presente el ién Cl~, es evidente que difundira CI= de I
o |. Por otra parte, como la neutralidad eléctrica exige que haya un mismo ndme-

ro de cargas positivas y negativas en cada lado, por coda ClI™ que pasa del compar

timento I} ol |, pasard un ion Na® en la misma direccidn para neutralizarlo.

Situocidn lnicial Situacién en Equilibrio
T I | . N
PP =a ° Na* =b ‘ P =a EN0+=b-x
Na* =a . CI- =b No* =a+x o CI" =b-x
E Cl™ =x .
Membrana Membrana
Figura 8

Por lo tanto, al alconzorse el equilibrio, habrén difundido de Il a | x pares
iénicos de NaCl y se tendrd en | las siguientes concentraciones:
Pr™ = o, que no ha variado
No' = o + x
Cl” =x
Y en ll:
Na® =b-x

CI°” =b-x
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En esta situacién se cumplen evidentemente las leyes fundamentales del equi
librio de membrana:

1 (Equilibrioc eléctrico) La suma de cationes es igual a la suma de aniones
en cada uno de los compartimentos.

2° El producto de los dos iones (onién y catidn) de cualquier sal difundible
es igual en los dos compartimentos.

3° La suma de cationes difundible es mayor en el compatimento que contie-
ne al anidn coloidal no difundible.

4° La suma total de iones es mayor en el compartimento del coloide idnico.

Aquil se observa que cuando la concentracion de proteina sea mayor, mayor
serd también la diferencia en equilibrio de los iones Cl™ y Na¥ de ombos compar-
timentos.

El nimero de porticulas osméticomente octivas es mayor en el medio proteico,
por lo cual se ejerce un efecto osmbtico correspondiente a este exceso de particu -
las, y pasa ogua hacia este lodo de la membraona produciendo la deformacion del -
eritrocito y con _63#0 una mayor superficie de reaccién (VIil:219-223),

Se ha propuesto también que los moléculas de albimina pueden ogregor a -
las células como resultodo de su odsorcién entre células vecinas. Los ogregados -
débiles de eritrocitos no sensibilizodos se romperdn por efecto del movimiento - -
Browniono, mientras que los células sensibilizadas se montendrdn juntas permitiendo

que los anticuerpos reaccionen con ellas dando como resultado la hemagltinacién

(15,77).
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A(n cuando se ha buscado la explicocidn a la accién de la albGmina sobre
la hemaglutinocidn, no existe todavio un criterio uniforme y posiblemente todas las

razones expuestas con anterioridad constituyan en parte esta explicacion.

2.3 Enzimos

Las enzimas proteoliticas, tales como la neuraminidasa, ficina, bromelina, -
papaina, etc., oction sobre la superficie celular al separar las glucoproteinas, es-
pecialmente la glucoforing, que contienen a los &cidos sidlicos, con lo que se redu
ce la carga electrostatica superficial negativa (13,50); odemés liberan a otras ca-
denas que constituyen un impedimento estérico para la reaccidén antigeno-anticuerpo
(6,50,70). Al reducir la carga neta negativa del eritrocito se propicia la hemaglu
tinacién a través de la reduccién del potencial zeta (50).

Aunque todos los acidos sidlicos se encuentran sobre la superficie externa del
eritrocito humano,' algunas moléculas estén més expuestas que otras y contribuyen -
en mayor grado al valor del potencial zeta que las internas (6,13). Los residuos -
de &cido sidlico son responsables de aproximadamente 80% de la carga eléctrica del

eritrocito, carga que puede ser reducida hasta en un 95-100% por el tratomiento -

enzimatico (70).

2.4 Antiglobulina humana o suero de Coombs
A pesar de que esta prueba ;fo se habia descrito a principios del presente si_
glo, fue Coombs quien la redescubrid en 1945 y la introdujo en la Medicina Clini-

- Ly B . -
ca demostrando que podia ser utilizada tanto para la bisqueda de anticuerpos anti -
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eritrocito incompletos en el suero (prueba indirecta), como para detectar la "sensibi
fizacién" de eritrocitos "in vivo" como ocurre por ejemplo en la enfermedad hemo-
ITtica del recién .nocido (prueba directa) (X11:434).

En la reaccién de la antiglobulina humona, los eritrocitos recubiertos o sen~
sibilizados con anticuerpos de clase IgG como en anti-Rh (D), son aglutinados por
un anticverpo onti=lgG que reaccione con estas moléculas pegodas en células veci-

nas (figura 9)* (X1i:434).

Algunas antiglobulinas son capoces de aglutiner eritrocitos que contengon -
cerca del 1% del anticuerpo total necesario para sensibilizar por compl;ro a una -
célula (9); * si consideramos un eritrocito que tenga 15,000 sitios antigénicos para
D, se necesitan por lo menos de 150 moléculas de anti-D por célula para que pue
da ser detectado por lo técnica de Coombs. |

Parece ser que lo concentracién Sptima de un anti~IgG debe ser de 20 -

40 ‘}L‘g/ml, yo que la cantided necescria para encontrar a los onticuerpos varfa -
de acuerdo al sistema ol que éste pertenece. Paro encontrar un anti-D basta una
concentracién de 4 4 g/ml o diferencia de 20 /u_g/ml que so re‘quieren para un -
onti=Jk9 (X11:442-443),

La utilided de la prueba depende de la cantidod de complejos formodos en -
tre el anticuerpo investigado y el antlgeno eritrocitario, siendo que a n;uyor nime—~
ro de complejos formados, mayor grade de aglutinacién (34).

Cudlquier foctor que increm;anre la formacién de complejos antigeno-anticuer
po, dard més sensibilidod a la prueba. Esta méxima sensibilidad serd entonces lo-

grada cuande la prueba sea llevada a cabo bajo condiciones que den el valor mas

*Ver pagina 51
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dlto a la constante de equilibrio para el sistema en estudio (34). St la constante -
de equilibrio depende de la fuerza iénica, la sensibilided de la prueba indirecta de
Coombs puede incrementarse si durante la fase de incubacién se disminuye ligeramen
te la fuerza iénica (37), lo cual permite reducir el tiempo de reaccién, logrando-
se odemds un aumento en la titulacién de anticuerpos lo que facilita su deteccion -

cuando no se encuenfran en altas concentraciones (34,80).

2,5 Centrifugacidn

Como [a segunda fase de la reaccidn de hemaoglutinacidn depende de fa dis-
toncia que los complejos antigeno-anticuerpo tengan entre si, cualquier factor fisico
que promueva este contocto acelerard dicha reaccidn.

Si los eritrocitos sensibilizados se dejan a que sedimenten por si solos, la -
aglutinocién no serd maxima hasta que la sedimentacién sea completa, lo que no -
siempre se logra. La oglutinacién puede ocelerarse y facilitarse grandemente por la

centrifugacidn ya que esta pondra rapidamente en contocto a los eritrocitos y. anti -

cuerpos dando oportunidad a que la reoccidn se produzca (X11:421).



Material y Méatodos

3.1 Materidl
3.1.1 Material Bioldgico
- Albiomina humona cristalizada
= Albimina humanao en solucién ol 25% *
- Albomina bovina polimerizada comercial **
= Control Rh=Hr**
= Svero ant Rho {D) albumincso comercial **
- Antiglobulina humona o Suero de Coombs**
- Sveros onti-A, onti-B y onti-AB***
- Eritrocitos humanos de fenoripo conocido en los principales sistemas de grupos -

sanguinegs***

Sueros humonos

Plasmas humancs

3.1.2 Material de vidrio
= Tubos de ensaye de 10 x 75 y 13 x 100 mm
= Pipetas Posteur

= Pipetas groduvadas de 0.1, 0.2, 1, 5 y 10 ml

*lnstirufp Noacional de Higiene, SSA
**Ortho Diognostics

***Banco Central de Songre, Centro Médico Nocional, IMSS
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3.1.3 Aparatos
= Microscopio
- Especrroforémetro
= Flamémetro
= Potenciometro
- Bofo de agua a 227 37° y 56°C
- Estufo a 37°C

= Centrifugas

3.2 Métodos

La parte practica de la presents tesis se divide en:

3.2,1 Desarrollo de la solucién de albimina humana a baja fuerza

idnica (ABFI)

Se prepard una solucién ol 30% a partir de albimina humana cristaliz::da, Y
vtilizondo ésta como solucién m.adre, se hicieron diluciones con un contenido de al
bimina desde 30% hasta 6.9%

Tomando alicuotas de cada una de ellas, se les mezclé con medio volumen
de una suspensidn de eritrocitos en solucién de cloruro de sodio 0.85%, se incuba~
ron dichas mezclas a 22° y 37°C duronte periodos de 2 y 4 horas.

Este paso se realizd para es«;oger aoquella dilucién minima de albimina en la
cual, no hubiese hemélisis asegurando asl la isotonicidad del reactive. Cada prue-

ba fue hecha paralelaments a un autotestigo, siendo los eritrocitos empleados de -
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grupo O.

Debido a la dificultad para obtener cantidades importontes de albimina cris~
talizeda para la continuacidn del trabajo, se decidié emplear una solucién de olbi-
mina humana al 25% aodicionada de caprilato de sodio como estabilizador - - - -
(0.0033 gr/ml), producida por el Instituto Nacional de Higiene. Con esta solucién
se repitié la prueba anterior y se observdé que, hasta una concentracidn de 13.2%
no se presentaba dafio en el eritrocito.

A continuacion se procedid al ajuste de la fuerza idnica requerida, que es
de 0.03 y para lo cual se efectud una determinacién del contenido de sodio de la
solucién. El resultado obtenido de 97 meq/It hizo necesario el dializar la muestra
para eliminar el excedente de sal; esta dialisis se procticd confra ogua destilada a

temperatura ambiente.

3.2.2 Verificacidn de laos propiedades fisico-quimicas y biolé-
gicas de la solucidén ABFI

Con la didlisis se obtuvieron los meq/It requeridos de sal. Paralelamente,
se hizo la determinacién de proteinas, teniéndose que dilvir la muestra con oguo -
destilada para tener una concentracién del 22 b4 2%; en caso de tener menos de
los meq/It necesarios en esta solucién, se odiciond NaCl en cantidad suficiente .
El pH de esta solucién se mantuvo e.nrre 6.8 =7.2

Al didlizar la solucién de olbimina no sdlo se pierde sodio, sino también par
te del caprilato que le sirve como estabilizador; por consiguiente, fue necesario —

comprobar la estabilidad de dicha solucién sometiéndola a 56°C en bofio de agua -
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duronte 50 horos, ol cabo de las cucles no se presentd olterocién en ellg.

Para comprobar [a pureza de [a sofucién y descartar asf cualquier aglutina ~
¢ién como consecuencia de la presencia de isoaglutininas anti~A y/o anti~8, o -
cualquier otro factor causante de una reaccidn falsa positiva, se incubaron eritroci~
tos de grupo A, B y O suspendidos en solucién salina, duronte 1, 2y 4 horas o -
37°C.  Se centrifugaron, se buscd lo presencia de oglutinacidn y/o hemdlisis, y
se llevaron hasta la prueba de Coombs. Paro estas pruebas se utilizé 1 volumen de
la' suspensidn de eritrocitos y 2 volGmenes de albOming para cada muestra se inclu
yd un outotestigo.

Posteriormente, se hicieron dos series de diluciones de un antisuero comercial
(onti-Rh, olbuminoso). Con estas diluciones se persegufan tres objetivos; determi~
nacidn del tiempo Sptimo de reaccidn y de la eficacia de la solucidn empleéndola
como medio de suspensién y como reactive; y tercero, establecer una comparacidn
con {a olbiming bovina usoda normalmente.

La primera serie, con difuciones hasta 1/512 que se usaron contra gidbulos
rojos de distinto fenotipo en el sistema Rh-Hr, la albSmina humana diolizada -~ =
( J* = 0.03) se emples como: a)medio de suspensidn, y b) reactiva.

a) Como suspensién: una gota de eritrocitos en suspensidn solina se -
centrifuga 2, y se decanta el sobrenodante completamente. Se resuspende el
botén eritrocitario con 3 gotos de la solucién ABFI

b} Como reactivo: o-una gota de la suspension de ecitrocitos, se le

afioden 2 gotas de la solucidn ABFI,

En ambos casos sa utilizaron 2 gotas de lo dilucidn del antisvero comercial.
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El tiempo de incubacion varié entre 5 y 60' (5, 10, 15, 30 y 60'), después
del cual se centrifugaron los tubos 90", se observé aglutinacion y en caso de resul
todos negativos, se hizo la prueba de Coombs. Ademéas de la albimina hl.:mono se
incluyd albimina bovina polimerizada y control para albimina como testigo, de -
ocverdo a las técnicas habituales.

En la segunda serie de diluciones, hasta un titulo de 1/1024, se utilizaron
los reactivos en las mismas condiciones que se siguieron para la primera serie, pero
con diferentes tiempos de incubacién. Para la solucidn ABFl se dio un tiempo ini-
cial de 10' a 37°C, centrifugocién y lectura de aglutinacién, y 5' més de incuba-
cidn en ausencia de ésta antes de efectuar la prueba de Coombs. Para la albiémina
bovina y control de albimina se usé el tiempo normal de incubacién de 60' seguido
de la prueba de Coombs en caso necesario.

La efectividad mostrada por la solucién ABFl en ambas series de diluciones,
se acepté como prueba inicial paro establecer que no pr&ducs’a resultados falsos posi

tivos o negativos. A

3.2.3 Evaluacion del reactivo frente a la metodologia empleada
habitualmente en un banco de sangre
Con el fin de reafirmar lo anterior, e escogieron como testigos negativos -
sveros frescos sin enticuerpos, de cualquier grupo ABO, y se trabajaron contra eritro
citos de un "semipanel”, con 1 hora de incubacién a 37°C, seguida de la prueba

de Cot;mbs.

Después se emplearon tanto muestras frescas como congelodas con un tiempo
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de incubacién de 5' mas, ontes de llevar a la prueba de Coombs.

En estos dos pruebas, ain cuando se utilizé la solucidn ABFl como medio de
suspensién, en la forma ya descrita, se hizo una variacidn en la proporcién de los
reactivos usados, empledndose 2 volimenes de ABFl, 2 volGmenes de suero y 1 de
glébulos rojos en suspensidon.

La comprobacion de la sensibilidod de la solucién para no mostrar resultados
falsos negatives, se hizo a través de los sueros problema con anticuerpos demostra-
dos.

Considerando los resultados obtenidos con las diferentes diluciones del anti -

suero, y los pruebas con testigos negativos se propone la siguiente técnica para el

uso de la solucién ABFI:

1.~ Se centrifuga una gota de la suspensién de eritrocitos al 2% du

rante 2'30" usando tubos de 10 x 75 mm.

2.~ Se decanta perfectamente el sobrenaodante

3. Se aficden 2 gotas de la solucién ABFl y 2 del suero a probar.

4.- 5Se incubon 10' en estufa o bafio de agua a 37°C

S.= 3Se centrifugon los tubos 90" y se lee aglutinacidn

6.~ En caso de resultados negativos, se incuba nuevamente durante =
5.

7.~ Se hace la prueba de Coombs, efectuando Ilos 3 lavados de los

eritrocitos con solucién salina precalentada a 37°C.

Para la evaluacién de la técnica propuesta en la presente tesis, se procedid
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al anélisis de 47 muestiras reportadas con anticuerpos antieritrocito fuera del sistema
ABO positivos. A todas las muestras siempre antes de ser sometidas a una prueba -
cruzada, se les determina el grupo ABO y Rho'(D) parc descartar una posible incom_
patibilidad debida a anticuerpos untieritl;ocifo naturales regulores, y verificor oque -
llos casos en que la muestra pertenece a la variedad DVY.

En algunos casos se repitid, en forma poralela el estudio de las muestras em
pleondo la metodologia usada originalmente en lo deteccidn de dichos anticuerpos.

Los resultados obtenidos usando la solucidn ABFIl, se compararon con los re-
portados primeramente por las pruebas salinas, proteicas y a baja fuerza idnica, de
acverdo ol tiempo necesario para encontrar el o los onticuerpos en cuestién y el -
grado de aglutinacién mostrado.

Duronte las diferentes etapas en el desarrollo de esto técnico; se empled la
antiglobulina humana o suero de Coombs; es importante oclarar que siempre ontes -
de ser usada, fue sometida ol control de calidad que se lleva normalmente en un -
banco de sangre, y que consiste en probarla en diluciones dobles progresivas frente

a eritrocitos sensibilizados y no sensibilizados.
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Resultados

4,1 Estabilidad

La solucidn de albiming humana dializada demostrd tener una estobilidad -

muy buena después de 50 horas a 56°C; no se encontrd cambio de color, formacidn

de escarcha o nata, precipitacion, etc.; es decir, cuclquier alteracién que fuerq

indicio de inestabilidad.

4.2 Concentracidn

Después de efectuar las determinociones correspondientes, se ajusté la solu -
¢idn dializada a ung concentracién proteica de 22 % 2% con 55-45 meg/It de No',

Durante el transcurso de la parte experimental fue necesario preparar varias

veces el reactivo. Es importonte hocer notar que la concentracidn de proteina pue-

de montenerse dentro del Ifmite seficlado, no ast lg fuerza idnica que debe ser cons
tante. Ya que cada lote usado de albdming humana en solucién presenta una con -

centracidn ibnico diferente, se presents el casa en que se sacrificd la concentracisn

proteica por la fuerzq idnica.

4.3 lsotonicidod

Se encontrd que la solucién de albimina humana se conservaba isoténica has
ta una concentracién de 13.2% en un tiempo de incubacidn de 2 y 4 horas o 22°%

37°C. A concentraciones menores se observd hemdlisis y alterocidn de la moarfologla
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eritrocitaria.

4.4 Pureza

Al ser probada esta solucién con eritrocitos de grupo A y B con los técnicas
Ar, A 37°C (1, 2 y 4 horas), y A/’C y no encontrar aglutinociones falsas positivas,
se descartd la posibilidad de contaminacion con  ~y-globulinas naturales regulares

(onti-A y anti-B).

4.5 Determinaciéon del tiempo Sptimo de reaccidn, de la sensibilidad y
del modo de empleo de la solucion ABFI

En los cuadros I, I, Il y IV* se observa que un tiempo de incubacidn mi-
nimo de 5' permite la deteccidn de la octividad del onticuerpo para la solucién -
ABFl y no para la albimina bovina que requiere de mayor tiempo. La solucién =
ABFl se utilizo como medio de suspensidn y como reoctivo, y es notorio que se ob-
tienen mejores resultodos cuando se suspenden los eritrocitos en ella.

En los cuadros V y VI* por una parte se comprueba lo ventajo de usor la -
solucion ABFl como medio de suspension para los eritrocitos, y por otra, se observo
que la sensibilidod de esta solucion a un tiempo de incubocion de 10 es ton buena

como la obtenida normalmente con olbdmina bovina en 60°.

*Ver pagina 62 y siguientes
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Cuadro I
A B c A B [+
Geno-|A |4 A JA A |A Geno=|A |A | A |A A |A
tipo |37(/4 [31/¢] |37|/C | tipo| 371/ | {371/d (37//C
R, R, {25 | 21 24 R/R, |2 + | 2] 2%
| B,R, |2 2 | RaRa o gt2lla
| B.Ra, |2 14/ 2’ R, Ry (3 04 2
7 2l |lg nhl b2 By A %
Rar 2 - hAlhE tiempo Rax i - bA 2Z] tiempo
_z_-LLALE. -] - - 5! rr - - ]- - 10°*
A B c A B c
Geno- (A | A AJlAJTIA [A Geno-=| A |A Ala AlA
tipo 137/C | | 3T/¢C ) {37]/C | _tipol 3T A yas: gT
R, |2 24 Al | BB 2 14 3
R,R, |2 2 LRaBa | 2 14 A
| B.R, |3 2| | RiBa | 3 A |14
B2 (3 2 Rir |24 A
Rar 117 % tiempo | Rax |2 14, o A tiempo
r.r l—l— =] = =115°¢ rr |- =) ]= ] - =] =i 30
— Ar ”11 ﬁ Anti-D (B ) comercial diluide pro
ipe 3714 I | 3 371/ bado con ABFI como medio de Buspensién —
LRy i ::Ar : (columne A), como reactive (columna B) y
FR*R*E. Ra (4 1 con alblémina bovina como reactive (colum
[ Rer {3k 2k b, - na C) a diferentes tiempos de incubacién,
| Rar |24 2
r = j=jle]l=]]-| | 60"
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Cuadro II
A B C A B c
Geno-J4A |A A |A A A Geno-{A |A [ ]A |A | A |A
tipo |37 /G |3T)/C c tipo] 37 /e 31y¢
BB | =[2]}-D%A |- 2 BB | =] 2| l=+]|]=] 2
RoR | =l |=lgll =] + BBy | =] #ti=JAl] =] +
R;Ro | =| 2 -+ -] + | By By | =] 2] lem 14 -] +
Rr | =nHi-l+l]-l g Ryr | =l 2l |=]+]]~
| Bay | [Alf-lef]|_] gletempo | Baxr || 2l -|s)i_] gltiempo
rr o ) e -] = 51 rr o -] - -] =-| 10¢
A B c _A_ _B c
Geno=|{4 | A AJA |]A |A Geno—=j A AlA A
| tipo 1371/C| | 37YC ) 1371/C | tipol INA Vas kS
BER | = -lells] 2 | By Ry | =3 +«| b2
L RaR, | = Pl | A =L+ M_—.Jﬂi: e 8_-27#
BBy | | {-fel]-]s | RuBa | —|o% |- bX| %[04
R, r -t 2 =%l -] | B,y =12 -]12 -]
[ Rar ={2 -pAl] - Zltiempo | Rax -|24] {- hA{]| - tiempo
b o -l - jﬁ -] = 15°¢ Irr -]=- - t =] =] 30°
A B g anti-D (Rh_) comerciel diluide pro
[Geno—Ta Ja[[ah [a [a e -
_tipo [17|C 37121 1371/¢€C bado con ABPI como medio de suspensifsn -
iRy | =i = i ; (columna A), como reactivo (columna B) y
| RaRa =2 i 1/%
| ByRa! =2 t{- b%A{ hAl con albimina bovina como reactivo {colum
Rir | =-l2% |- 2= 14 na C) a diferentes tiempos de incubacién,
Rar -]+ - hAl]- +
e e Tl ] e
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Cuadro IIX
A B A B c
(Gono—|A J& | |4 |a |14 |a Geno-|A |4 | 1A & |]a A
tipe |37\ /Q 3T/€C| [3T7)//C tipo 34 /G 31i/¢c
R, | =24 |- 2]{-|2%l BB, | —i24l | 2] |27
RoRa | =|2) | hAl| ]2 LR.Ry | oAl | ol | Lio%
R, Ra A4 |_ e -1 A L_&,_n* -l 2 Ml _bhi
R, r -11 =17 -|s | R,xr - m A e
Har 2% |- ]« - {24 tiempo | Rap Ryt + YA tiempo
x -] - o oy P 5 r =] = -l —~ - 10'
A B C A B c
Geno~|A fA||{A[A]]Aa Ja Geno~| A |4 Ala[|alA
tipo |37/} | an/el |37l e | $ipol 37 /o | yve
BB | =3 )= |24} o4 | R.B, { =(3 1= oAl | |07
RyRy [ =24 |~ 2]} -24 L RyRe | |24 (- | 2] ] =[24]
R,BR, | =l 2 -hﬂ- =)o LRMB | =l2X) i ] 2] ] _[24
R,r | =2 =1+ -{+ R,r -4l 1= |+ -+
Bar | ~i2Z 1= D] | 24l ttempo | Raxr | -f22]]- f’i -124{ tiempo
I P R P S Y S N T T rd=f-Jl-f-})-i-] 30°
A_ __B __ Anti-D (Bh_) comercial diluide pro
[Geno-[a TaTa " ‘_A_qﬁ ® =
L tipo [37IC AL L bedo con ABFI como medio de suspensién =
R,R, | -|2) =12 - ;
e LA LT, ) (columna A), como reactive (coiumna B) ¥
| BeRa | =12 ||| 2]] (27 con albimine boving como reactive (colum
 Bor | =D/l DAl -1y na C) a diferentes tiempos de irncubacién,
 Bexrr | 12 ]| 3]j=l2
X == | i=] = =j= .
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Cuadro IV
A B C A B [+
Geno-A |& A |A A A Geno~-|A [A A A A A
tipo 37| /4 [ 7Y/C| |3TI/C | tipel 371/C 1| |37]/Q 137)/C
R R j= (Al l=-]=l]~=] = ER | = +/|=-|+!!l-|%A
BB (= Q%] [l |l -] & BB | QA |-pAl} -2
BR[= 17 ]| -] =]|% RR | =|Z4jl-]+]|]|=|A
R |- il o =1 | | B r =1 g == =-_&]
RBar (=~ |glj-t=]]-] giltiompo | B | —lg|l=-1-]]| |7} tiempo
T j= = -] - -{ =] 5°* > r -] = -] - - 10°
A B C o B [+
Geno-[A lAllA[a{]a [a Geno-| A A Ala | |a
tipo 31,/0 Tvel 137]/c ) |__tipol 37A | 137 |/C C)
1:99: 9 IR S I S I  RoB, | ] 4| |t 4t ] =le
RaRa | =hAl |- hAl]l -I> | RaBa ! —=| 2l |- p% 2
| BBy | =l |l (9] ]|/ | BoRa | =l 4l ()] o) o
FBar | =igil-tgll-—| g | Rer [ =Ko |- la)l!_| g
r | -jgll=]=|]=lAltiempo | Rap | =1+ = l=li=1 gltiempo
rr =] - - - - - ;5' r r - | - - - - - 30.
A B Anti-D (Rh ) comercial diluids pro
Geno-[a (A llAald [ia A
_tipo 3714 | | 37 va Vi bado con ABFPI como medio de suspensién -
RB, | =dA|=]2}|<h%
=4 p L (columna A), como reactivo (columna B) y
 BaRe| 12 || DAl 1>
 BsBa ] =h%d (= AL 10d con albimina bovina como reactive (colum
[ &,
L Ber | [ j‘ Al -] o na C) a diferentes tiempos de incubacidn.
LBy | ]2l |21 et 2




Cuadro V

A B A B c
Geno—-|A [& [ fa [a [|a [a Geno-iA [A [[a [a][a ]a

tipo (37| /4 |3TlYC]| {37|/€C tipo, 371/C | | 37|/Q |37Y/¢C

R, R, 34 2 4 R.R |24l 1A 3:7?[

RaRs | 3 A 4 [ BaRa | 3 i4) 3
. 2N Y. 4  RiRa 21 + ' 4

R, r 23- [ {+ %y | Ry 2 =113 ‘A :
R 2 - pAl]» Dil. e j-t ol hAd e D11,
fe Tl e IO e
A B c A B c )

Geno-|A [A{|AJA|A [A Genp— 2111 Ala jla
| tipo[37//c! | 37/¢C| |137]/C L tipol IMA | 137 |/] | 371/C

R.R, DAl 1/ | Rami| =] 3]} =l3f]3
| RaRa 2% 14 1% 3] L3ll3
 R,Ra | 2 + 2% | BB =B <3| b4
By |24 |- 24 |51 | myr | -3} -}3] %
B,%r | =] +! |- |l l=hA] D12, R*r ) =] +|]| =|=]| =114 Di1.
ry |lel-jjolaljaia=]asiz rrl-] =t} -l-jl-4- |} 1/64

Anti-D (Rho) comercial a diferentes diluciones probado
con ABFI como medio de suspensién (columna A) y como reactivo (co-
lumna B), con un tiempo de incubacién de 10'; y con albémina bovi
na { columpa C) como resctive, con 60° de incubacién.



Cuadro V1

A B c A B c
Geno-|A |A A |A A |A Geno-~ A A JA | |A JA
tipo |37/ /9 |37y C} |37l/C tipo| 37,/ |37 7l/c
| BB | =34 | -} 3 i) | R.R, 2111 2| 16
| RaRol=f 2] ] 12 |2 | RaBai- |2 2| {2
RiBui=]2]]|-12 3 | RBal|-j2/i-p&ll-|2
| By |-l2]]-l2|]l-1> | B, 2l]=|-]]- %k
R.“r - | - - - - =21 Dil. ..x::L |- = ler ™ Dil,
rrl-j- == | ]=1=]11/128 rr = l=j=ll=-]=11/2%6
A B c A B c
Geno-]A |A|Ja[A |2 [A Geno— aAla[Tala ]
tipo |37(/C] | 37V/C]| [37]/C | | tipo L 137 1/C /C |
RR =84 -0 |z |2 | BBy = Jo) =] )] -
BaBel=p&l] | silg i2 | RaBale |4 fi=f=]|= K+)
RiByl=1 & =] == |¢8) R; Ra, £ -] = j= |
Byr |~ |+|]|=]gi|- pA Bir gll=]=l|={+
Ry |=| = =] =] j= |- D11, Ba™r | | = =} =]l 1= Dil,
rr el =lf=]-Jd32/512 rr =ll=)=]]= j=}2/1024

Anti-D (Rho) comercial a diferentes diluciones probado
con ABPI como medio de suspensién (columna A) y como reactivo (co-

lumna B), con un tiempo de incubacién de -10'j;

na (columna C) como reactivo, com 60' de incubaciém.

¥ con slbdmina bovi
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4.6 Problemas

Se estudiaron, previa determinacién de grupo ABO y Rho (D), las muestras

de 38 personas (36 pacientes y 2 plasmas de donadores) que comprendieron 53 anti-

cuerpos. A cada muestra le corresponde una hoja de reporte, a excepcién del coso

27-28, ya que por circunstancias especicles se consideran dos.

datos

En estas hojas se encuentra en la parte superior, en columna, los siguientes

la Columna.~ Identificacién del paciente, nomero de ofilicién al -
IMSS, hospital donde se le estudia y diagndstico

2a Columna.- Grupo ABO y Rh-Hr, antecedentes transfusionales y ~
gestas

3a Columna .- Probable anticuerpo encontrado o mezcla de éstos

4a Columna.- Fecha en que se hizo el estudio por primera vez siguien
do las técnicas d.e rutina, y fecha en que se efectus lo prueba usando la so
lucién ABFl; junto a éstc se encuentra indicado el tipo de muestra con que
se frabajé: suero o plasma, fresco, refrigerado o congelodo. Cuando sélo -

aparece una fecha es por que se realizaron los estudios de ruting y con ABFI

en farma paralela.

A confinuacién aparece el .punel de nueve o diez células de fenotipo conoci

do que se utilizd para conocer la probable especificidad de! anticuerpo encontrado

en el estudio original. Después se encuentran indicadas oquellas células que se em

plearon para la prueba con ABFI,
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En la parte inferior izquierda esta el reporte original hecho con las técnicas
habitucles y el resultado con ABFl; es muy importante recordar que aln cuando om
bos resultados aparecen en el mismo cuadro, no siempre corresponden a las mismas -
células del panel. La proporcién de albdmina Y suvero usada aqui fue de dos gotas
de cada uno y una de eritrocitos.

A la derecha se encuentran dos columnas identificadas como Ay B; cuando
la muestra fue suficiente, se varid la proporcién de albGmina Y suero siendo enton -

ces que A corresponde a tres gotas de albimina por dos de suero, y B a dos gotas

de albimina por una de suero. La cantidad de eritrocitos fue siempre constante.

El grado de aglutinacién encontrado se reporta desde g hasta 4+ de acuerdo

a los patrones aceptados internacionalmente por la American Association of Blood -

Banks (AABB), y que son:

4+ Un agregodo compacto de eritrocitos
3+ Agregados grandes y pequefios
2+ Agregados pequefios con el medio de suspension claro

+ Agregados pequefios con el medio de suspensidn turbio

g Granulocidn

En total se estudiaron:

105 Muesiras negativas

38 Muestras positivas comprobadas que incluyeron 53 anticuerpos

7 Muestras en las que se demostrd que el anticuerpo en estudio perdid -

su actividad
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»

2 Muestras en las cucles no se encontrd el onticuerpo reportado, y que

debido a la cantidod de muesira no fue posible verificor su octividad



D.Z.G. o Negativo anti D Caso 1
01T70=-47-1277 Sin transfusién
BH.C.K, G II P I 1) vIi.o8.82
C.R.I, 2) vi1.09.82 (S.R.)
CellGeno |C|D|E|c|elM{R|S[s}P |Py|Fy ¥ [Jk [JK | Le| Le |Di iiixg
# Jtipo lal b ald] al b| al bl a
1 RiT |(g|e|=ltsitis|o|-|el=|+]+ + |- | - | !
> R,B. | ¢l fl=lefj=|+leia |+ i+ * [+ |*|j=]=]= i
3FT |=a|=lelels|e|+|e}e]|e]+ +|* vl =] 1
5§ BT [eje]ajel{afj+|tl]ls]{s]+]|~ + |+ + | = ¢ &
5311' — |+ |+ |+ +|+je|+|{e] +]+ +-+_§+[ T4 f
6 BB [sfjs|a]|af+|e|=]|s]|+]|+]|~- +| - -i+ -;lfl ;
7nlnl-+++;+-+-++ - +-!+’-{+ -t
8 R.Ra | t{e |+ |=|=|4]=[+]+i¢]|= +{eie|=lei=te i
9 % | slefal- | =f+]e]e fe|+ - -+
T . 1
] t :
i
i
| |
| -
A B
Téepica |31 2[314]s5i6[71819l30]+] [1 3¢ 1(2131¢
Sr - - | = L] - - | - -— - -
822. L2 -y | - -_ -— - i - o - Jus
s 37
S/¢C
u - -— - - -p -— - bd -l -y Jap
AB’T - - - --(+)- - - - | us
¢ + 2% - |+ 2% X+ | 2 (2 - [
|riss/e [(Mj2|-i+leglg]+]|+f-- |
ABPI 37 |~ ||~ = . il i B il el e



G.H.Yo

"A Negativo

anti D Caso 2
168-53-0545 Sin transfusién
H.P. GITAI 1) VI, 08.82
I.K.P. 2) v1,09.82 (S.R.)
Cel lGeno_ D cle|X|N|S|s|P Py|Py[K[Xkx [Jx[Jk |Le|Lle|Di|Di|Xg
# Jtipo al b Bl b| al b| a|] b| &
1 2, r *lrjtjt|la|t|=|+|®]|=]e|=] |+]| = +
5 [Bala + tl=jef-feje]|r |+ s|[+|s|e|[+]=]=]-
3 rr - + |+t | +| 4| *[+lt | +|=ls + |- +
a |B.T + +sleld]|t]=|a|s|+|=]|=]|+ + | -
5 R, r + +ivle|+i{t|sl+|+|t]|e|tl=fs+|=]+][=]+
6 B + -l |e]=|efef{s+]=]+]=f{+|= -l j=]+
7 |Hafe + tlmit|=|w|=]|e|st|=|ale|=f+ 1)+ ]=1=
) 8 mR, + *|=!a el [+ |elcfje|=|¢+la]s]=1+
9 R,R, + - 4| -]ttt + | +|=]% -]+ |1+
w |FTF - + ||| rlo|e|e]|=]|+ Y [P [ PR
A ] B
2 4)5]l6l718l9(10l% 112131 % 112131 ¢
Sr
5 22 4 3|2 3lala|3]-1I-
S 37
S/¢
o 2L Sh 3]
4 37 2 4|3|3]-=1I=
¢ -
ussse [312[-[2[3]313]4]3]-]-
ABPI 37 3 =| 1343 =1~ |34]34 -1 -
ABRI/C =1 L= =1 =




v.V.I.Y. "0 Regativo anti D Caso 3

160-42-0998 Sin tranafusién

H.C.N, GIIT PI AIX 1) v.13.82 (s.c.)

G.R. _

CeldGeng {C [ D cie|¥|N|S|[s]|P|[Py|Fy k [Jk lJk | LefLle{Di bijZg

# Jtipo al b a;b! a b| al] bl =

2 BT e tltla|lalejej=le ++-|+]--+‘,

s Raa | ]e I (POl I P D PR + |+ '-54-0'5

3 FT |-|- tid|=f=|le{ele]|+ +++-]+-}+1-!

4 BB |4 e MR +-+|-§++;+j}

s T [+}- s+ t|=jeis|s]|=|+ s | sf=te -l

sn,n:‘__* L R B N I P I I . ++---+’+fi

73,1.1..9'4. +ld|afes|als({+]|+ ++}!-+~!+!;

1s + | DY +(efsle|le]lale]e ++i;+l-.--+_3

o B [e]+ -] -{t|{ele]|= Lo ]+ '-Lo-j-.-u- )

o BB leie |ttt |||t lt]|=]+ 4| - O N i

-1
! ;
Ll R
! i
! i
A B

Técpiea [ 12 4 6l7]819[10]% | )|

Sr

S 22

8 37

S/C

Ar -) e - || = ()= =]

s 31 PW2a]- (28] <3 |3 h4] 324

c -

1LISS/¢

ABPI 37 2 (24 3[=13]13]| +2424

ABFI/ ¢ -



- e anti D Caso 4

H.G.0. -—-- ‘ 1) vI1,16.82 (s.C,)
Cez JGeno_| C DIE cle|EIRN[S [s|P |Py|Py|K |k |Jk |3k |Le|Le |0i|Di]%e
# ltivo al b al b} al b] al bl =&
o a2 je e |s|=ie|=]|altjs|af=]ale|s|e|=!+]=]|+
3rr--§-!+++-+ +| 4 laleie]| + -+ =] e
4“:r|++i-7+|++-+ |ttt |=fela]es|=a]+]|+]+
I LR A —lel=|sisie|e|~|afje|alesj-ie]=]+
6‘1”‘-‘"“"""‘"E‘""’""""""",“"*""*
7511‘4 '++|++:+-++_-+-++ e | +]=]+
8 il,ﬂ,l I"’-}- 4.;.4.... -l | ®| - 1-!_-]- * - ¥ | =
9“"‘1 SR ERE N R R R R Y e N N I O R
10R’R‘ }..,__...!.....4--..4--&- - |+

: l

|

!

I

]
- -

A B
méepica 11! 2]314afsfel7]8ToTaole} (121374} (A T213]4
Sr
S 22
S 37
s,/¢
AT 4 1=14
A 37 414 |- |4
c -
LISs/C i
- [/

aBPT 37 (3|3 [} 3 2/il2k] -2k [2/k] - {24
| LBFL/ ¢ - 4= =




- e - - - enti D Caso 5
H.G.0 - - 1) VI.16.82 (S.cC.)
CellGeno [C D cle|X S]s|P|Py|Py[X[Xx IJk |9x |[Lel Le Ui, vi Zg |
# |tivo gl b alb| al b " pl
;1 |Rer |+ + [+ 1+ -+++-§-+-f+|+ll--§+-;
o |RiBa | = + |= ++++--+++-l+-i+]
3T [=-)- + + slejela|=drjel+] [=f+ =t |
4R'r++i+++ 2 A I N R R e I "5"3?
53,.3;-4- -4 + |+ +--+-+i-+-|+
6b3;31++ + |+ =]+ |+ ++-+-+-+-l+;}
7“:“1-0-4— +i+ |t ||| = ]|=|e][+isi~Ta =+ ;
.B RR || - |+ |+ -++—+-I+i+-!-l+-+ :
9 BRER l+]s - [+ 1e + |+ +leiojejelsicteiv o K
10 | (-] i A Nl N e R e R B R R ! :
1 P |
| | ;
! e
P
A i B
Técnice 1112 41516 8l9iiolt] [2J2T13T4 1121314
Sr
S 22
S_37
S/¢
i 3%{3%4| - |3/
A 37 34|34 - | 34]
c
LISS/¢C
4BPI 37 | 3 37 3 + DAl - + L4 - |+
4BP1/c - |-



Caso &

anti D

1) v1,16.82 (s.C.)

H.G.O.

by
ol
A e+ |4 4|+ [s]+]s
ol
A alale e oo fa]e 4 B
S |ele[s]e|e]|e|+]|+]e J 11!
S8 el [ ofofo]afo]o a: ¥
- +

nb++ + e+ ]|+ +
Mo 0|+ [+ 0| 3] + |0 3
34 +| ¢ < oy
M |r|e[+r]|r[e]e ||+ ~ AR
M pfofe o vl jrfepe]e o o~
A NANERENE NN NE AR AR 4 ..u,.
Doafe e[+ |+ e}V 1]+ -
o |4l ®l el 0|20 ]|+]+] Q
o ¢le|le |+ || ®|[r]|*][+]| o
7 e[|+ ]|+ ¢ || 0]|+]+ ©
m [+ ][] +]r ]+ =
IR IEEEIE I R AR B R N .
o |+|1tl+|+|[V|[+]|*]*]|+ ]|+ i
O lale|lele{+f{+]e]1]0]|0 < m |- o~
» RO - ' e I
a |+|+|[t]|*]| ||| +|* |+ o " | -
o |+l ofo [+ v|e|[+|[+]|+]+ - \.wv..m <
0_o " 1_.&-4.0’!
nprn._,rra.x.aalaa o ol & of
Q el ~ > .0 . s laa

: Lal
g P P o - D O A v ol o . 5ol
: R REPMEFEEE




Cago 7

antil D

1) vI.16.82 (s.¢C.)

2.6.0.

ﬁl';v Jﬁlu.. W & = ey Rl
@
=
e . ;
0
(TR B I N I I IS (VSR IS (PO S
aal | S off o
1t BTN I N I PO I T T O R
(va| | T 1T T
3 I I 2 R T B T IS I R P I (S
Sl el el
Mofe e |+ |+ |+ +
~ B AR S EEN R EN
M LB N *le ||+ ]|+ ¢
b4 plvfe el afolalaln
o U U T BN P R O I
re— l.'lll
Calele e v|e]o|0]|e]
TR B I S B T I I I S |
L *{t |+ | *|[+ [ +]|+|+]|+]
2] b+ ]+ (+ie|[+]4]1]|+]
e |+l v v e0{e]|a]e
P I I I I I B T Y O I S
¢ el |+ |+ 1]|+|e]|+|[+]+
+|+[0 ][]
O Jei+ |+ | 4]+
19 1|+ [} L+ ]+ |4+] | ]
A e+l lele]e{s]|s]e]e
O [+ 0|0 [e[V]+]|+]+]|+]|+
l . N ~ L~
9 8ln B K rﬂaanan,xn
Q ]~ L] ~ 2 4 w | s ~ ~
O e Mo b | Al P B
ﬂ.—ﬂ | N| M| - wy b o~ o o ©
53 [

ol w7
- — e ]
~ 1!
o o~
o USSR b
. 3

o . )

A "
o
v
m ~
]
. ]
[» I
o
(]
= -]
(s}
8 ]
]
j¥e )
uy
] ] el N
. IRREK 1|
o 'BE ™
~ ] r.%_ N
9 ol H o
vl
o n M o R
e b o v a % « a4 4




- - - - - anti D Caso &
H.Gooo e - 1) v1016.82 (S.C-)
CellGeno |C | DiE}lecle S|s|P|Py|Fy k |7k [J¥ [Le[Le]DijDi]Xg
# |tivo ' ! al b a;b! al b al b| a
1 R,r +‘+§-l |+ = + | = +i =l ejel=] =+
o |RaB2 = |+l als |- + +| = + - |- =
—3 s -%- -t |+ + |+ |el+} = +]| + - —f+
4 |i,r |+i+ -l+ |+ + |+ f=-1la]+ +| - +i- + | ++
5 R.;R.l!..‘q-f-}%-o- - + [+ {+j 4] = | - =1+ -+
53-'3-1'4-'-.-;4»]-& + |+ l+ie]e | = =l e | =+
7 R;R;‘r+1+|+ * | =] =]+ +| +l ¢+l =t | I+
L 3 : !
8 Hd, [+ 4, =}= i e e +| + Pade | <4
o |BB 14 iajala |+ v+ {+]+|+ +leleicie]| 4o
10 RI“J li+‘+ - | - + -+ - - - & L 4 - = -+ i
110 T :
N
!
1
i
i
A
{Técnica 1l 213 5 819 li0lt 112 314
Sr
S 22
5 37
E/C
Ar - 3%~ |24
A 37 313 (=13
A/ C
1ISS/C -
| 43PI/ ¢ - = ;




--- - anti D Caso 9
H.G.0, --- 1)} vI.16,82 (s.c.)
C;l‘:ino C|D|E[c|e X S[s[P[Py|Fy[E [k [Jk [k | Le[Le ml»ilzg]
po al b a: b al b
1 T |+ -+ j*le - ¢ | = ~| e} =]=14
_2 BaRa | o + [+ |=]+ + +| = = ]| 4| =] + | = + . j
3 T -] == | + +] 4] 4] =] +] +| + - |-+
4 BT 4| 4=+ + +-++-+J_-_+l-j+++.
BaBy | | # + =1+ +{ 4| +| =! = +'- == 4
6 B/Ba| o] #f+ + - e+ ¢t e] =]+ =] 4] -+ ]+ I
7343.1 | +f+ |+ [+] + t 4| =} =+ =]+ N ;
8 RE | ¢ wjmf=|+|+ -] 4| =] + -; + +| ~l+la o
9 BB | o] efe =[]+ + |+ vi s =]+ ] +i i e]le «
e RER, [ 4| #|l=]=-]|4] + || =] =| +| = - i i ! j
! { , : ;
.
| |
i1 L
A B
Téenica 11 ] 213/14[516 glallols | 1/213] 4
Sr )
S 22
S_37 )
S/C
ur NERE
A 37 314 |-13
c -
LISS/C
4BPT 37 |24 3| - 134 14 3) =34
LBPI/ ¢ - -




anti D

Caso 10

H.G.O. - e 1) 71.16.82 (S.CO)
CellGeno [C | D clelX S{s|P[rylry X [0k [J¥ |Le| Le |Di|Di|Xg
# |tipo al! b albd al b| al p| a
1 R,r + + |+ !« -+ +| - + -+l t ) =] &
o Raody | + |=1a + +| = + | =+ i=]| +
3 T T - - + J+ 1+ + |+ *{ - + -+ |=] +
4 |BR/T | + + |+ + + ]+l =] +} + + -l #| =]+ |+ +
5 RyRy ) | g P P N + 4|+ +] = + | =] 4]t j=! &
6 |BBa + + |+ - ¢ j+|+] +]| @+ + | =| 4] =j+j=]| +
7 R.R, + + + |+] =] =] + + | ¢l ¢l =]*]|=T +
5 R,R, * - |+ -l e =]« + |+ =l=le|=] <
9 R/,R, | 4| & - e |+ +{+| ¢+ + +] +} =] |+ +

B, R - -] =] - - -
16 B, + |+ + + +
A B
Téeni 112 41516 8o li0lt 172134
sSr -
S 22
S_37
S/C
- ox -
A 37 33 3

C
LISS/¢C
aBpI 37 (¥4 -1 2 (+)|(+) - |(+)
4Br1/c -




anti D

1) vI.16.82 (s,c,)

Caso 11

Ho GO - -
CellGono |C{DjEjc|e | ¥ s P |Py|Py| K|k |Jk Ik |LelLe|Di,vi, Zg |
# ltipo al b alvl a bl 2 vl a.
1 B,xr | -+ {1+ |+ +|evj el ==t} | +|*|=}j=i+
o |BaBr | | & #fls [=]«+ +| ) =t =|e 4l =l 4+|="= .
3T T e =l =+ + | | =] ¢} -{+|-,+
4 R, |+ | +] =j+ + +| =] ] +| |+ - ] =+ +
5 BBy | o e ale [=] + +l ] *] =] =|* -§+i-+-+
6 |BBa| |+ #[« |+] - +] e o =fe | -1 =t - .
7 RBy [+ 4+ +le |+ + ] =] =] #+1 =]+ +;+E—f+{,— +
8 B/R, e ] == }+]|+ + -] -§+: + b + =+
9 BB | g]a] =|=j+]|+ ++++—;+]+1+'-+i++
2, R { b
10 1% | ] +]| =]= +J+ -f =) =1+ "*I'l : + _
3 B
b
: i 0
b -
1 1 "
T A B :
’
‘— B—
Técpica 13112 4(516 9 J10lt ] 1:-2013(4]
Sr i
IS 22
S 37
S/8
Ar +12 g
A 37 313/ -PA
A/C '
LIss/c
ABPI 37 |24[|24| - 124 sl 2] =1/
ABFI/C | N



anti D

1) vI.16.82 (s.¢.)

Caso 12

CollGano i C DEce"‘v. S[s|P|Py |Fy|E ]k |Jk 9k |LelLe D101 %2
# Jjtipo ) al b a|lbd] al Bl al] bl =
iﬂ;r+!+§-++§¢ -t jtle|=|=|tl=|*|+]=]=]*
o (R Jeie e - .|+ +|=l=le|s|s]|=]+{=]|+
3rf-'!-;-++=+ ela|e|s|=|+|+]|+ - % =]+
4it,r+i+i-i+ +j4+l=-l +|*|=|¢]| =] ®]=]|+|+]+
_iRARA-‘+§+|+-! + v |+ | b= | =]t =] | =] ® =]
GR’R’“*E""‘"’l"i‘ s+ els | vt +|als {=|+
7“JR4+I+|++++ 4| =|=lef=jrj+is]|=l+]=]+
5 B 140 == +:+ - +il- SRR AR B
5 BB s i vjelaieis +ieleje|e|=jeie]si=]e]e +
10 d,u,|+l+--+i+ ----l»-+-| -|*
i ]
|

A_ B
Pécnice |31 1213141616 8lgliolt
Sr
S 22
§_37
S/C
ir Y P [y
K a7 PEARE
. =
LISs/c "
spPI 37 | <3| - |2H
&BPI/C 14 =




--- - - - anti D Caso 13
H.G.0, - - 1) vI.16.82 (s.c.)
CellGeno |[C|D|E|cle|X S P | Py |Fy X [9x Uk [Tel LeTBi[ o128
# Jtipo al b alb]| al b| a! bl =&
1 B,x |4 - + - + | | - -l 4+l + - -+ J
o | Pataja + = +|+| - + -1 % = ’
3 PP la|=| =|+ |+ |+ +| 4| = + - +| -+ ]
4 | BT (4 | 4| =f+ |+ |+ + -]+ - =1 | +le
5 Rl [4] ofs [=]4 + +| +| - -4l -:4»
6 RR e || #]|+ [+ | + +|+]* +| =1+ -i * =i .
7 RR|w|[®|+|+ |+ ]+ + -] -] * +| +{ + l! -1 # =9
8 BByl | o] =]~ [+ |+ - +] =]+ +| + E -1+ =
9 RBR e 4| =|l= o]+ + POl B S ol +] +i = +1! + +
10 RBlo |a|=j= ||+ -] =+ +| - - ]’ + .
‘ ]
i
| [
A B
7 ica J112)314]516 100 ¢ 1 1121314
Sr
S 22
S5 37
5/
. - |=] =] -
A 37 3443 -] 4
Ve =
LISs/¢
aprr 37 | 243 -|2% 2| 2! -1l
ABFI/C - -



- - - anti D Caso 14

H.G.0. - - - 1) ¥I.16,82 (s.C.)

CollGeng |C |D|Ejcle|XIR|S]e[P[Py|Fy|K |k [Jk |9k | Le| Le [Di] D1 %g]
# tipo al b alb] al b} al bl =
5 BT e lefe|t|slel=[e{s]s[=]=]+]=|+]+ -] +
o2 |ReRy | (&1 4 +“ PR + + |- j=t|+ + ||+ | =| +
3 jrr - |-} -] * * | - * |+ [+ |= |+ |+ - |+ - +
4 [T | lat=]| <+ ||ttt |=fjr |+ ||| =-je{=|+ ]| +] +

HaRy [o [ | o] =l | =] ]+ tlm et =|®]=ti+ ] = ¢
6 |MBale 1o +| #l=]+]| +[+ + |+ j=|+] = -te | =] +
7 |BiBais |+ +] 4] +|s |+ |- |=|¢[e] =l =]+
8 BBy e jefal <] afelel=[s o=+ [=]+]+ -l | = +
g |BeBlala|—f | +fa]- + tj+ |ajrje]e| =]+ ]| + +

10 R, R, t ¥ =] =] |+ ]+ PN I B U P e - %

T g 11121314516 |721819]l10l¢ = 1:2({3 43
Sr
5 22
S 37

s/c )
Ay ) P N .

A 37 3% 4| -4

c i

LIss/e
aBPT 37 | 3|34|- 134 ' 2[3[=~-13

ABPI/C - -




- - - - - anti D Caso 15
H.G,0. - —-- 1) v1.16.82 (S.C.)
C;l.g:nq_c D[Elc|e[® S[s PFyPy‘K X |Jk [Jk | Le| Le DTim‘lﬁ‘
DO al b a{b| ai b} a; bji &
, Bt + -j+le]e |4l @] ]| =| =1{+ -[+]+--|+§j
o [ RaBaj <l4|+|+|=is + +He | =l=je [ +je -1+ 'i"'i
3 ]TT [ o] == + O IV Y PR N R I DY - e]|=i+] |
a4 [T |4 +]= + + || = +|+ |- -_+-i++§+i
5 Bl | | +|« -le +1 4|+ 4] w| | - | = +-;+5 i
6 BRaf 4! +f« +i= +++++_+—+-l+-1+l
7 By Bal af 4]+ [+ +]+ ++--+-+++-f+,-!+';
g |l 4= -] +]+ -] 4] =] ] =i+ | lw | #f =
Q.R,R;-q--o:---o-«l- + ++-§+++|-—!+ i
10 |B® |+ +-]-1+F -] -] -] «]-i+ |- =i+l 7 i
N
I
|
i
| P
Técpice 2liiglsle 8l9lioit TA' 1[231?'
Sy
S 22
S_237 |
s/¢
Ar | -] -
A 37 414 -} 4
i =
LISsS/c
| ABPT 37 3434 - 3/‘;. 31 - BL
LBFI/C - -




" Caso 16

anti D

HeGaOo

1) v1.16.82 (S.C.)

(L
Slefe [+ | |v|®|e[+]|*
SO [ o [0 ]elafofr]n]s « o S
SOl [e [ ]e e |e |+ |+]s]* " 't
StV b hd
. oy
Al |+ + |+ |+ |+ + 2 =
M + _
J......._._...... ] -
Mo+ |eje e ]|+ ]|*]|*]|*
i oo fel e[l
DRIV« [t ]e]d s+
Dolefe|¢|e e[|V ¢
)

pe |+ || ®[ || *[a|*|*]| g’
o {+|e|e|*]|e|e]{e]|efs] .
v V| * (e e [e|[®(+]0][+]|+ ©
SRR RAN R IRAE, ™~
M.+++++.++++ 5
o |+lilels|0|e]e|e]|+]|+ oy
o |+ + 0 B ™

+ +ele|e] ) « IS P>,
ma | elelofr|[+]ele] 0] 0] o 1. B
A [efe|r[epe|e|r ¥t o o | <
o |+ | v{o|e|1t]e|+]|s]+]+ - b <
0_0 ot Al M s ] o~
o P P P P P A N e o £
I | B R...RARI.&;DWRIR! .N__J,w
.mtRRr o o~ 0] = A
g - g . - gl B
S YT ak i E: TSSSS_MA a8 9




-- - - - antli D Caso 17
01. 25 i 1) '001082 (Pono)
CellGeno [CID[E[cle|MINR|S |[s]|P |Fy|Fy kLJk]J}. Le[Le Di'._mlxg'l
# ltivo al b alb| al b| a! v! a!
18,r+ - | 4] = =lele]l =] + +'+-+--|+fﬂf
2 Ry ] a| #fd [=] 2] = =+ +| - +{ + -l =]+
3T e el =+ [+1+] =] =+ + +| + -+ |-+ "=
4 (B/R;, |4 4] == -+ =+ ]| =]+ +| - - + |+ |
1
5 'Y |+ =] =i+ [+t e] =] ¢+ +] =] + + +[ ¥ = |-§+
6 |R/Br|+ o] =] <+ +] +]| - ¢l #] =] =f=jeis]
TR’R"‘""- el o] =] #|=]«| ¢} + +] + i PO !
'3 +lu| =+ [+ ]| 4] H+ +] 4] +! + O I
9 R)R, |4 | #| =fm 4| +| #] =l + | +]| ¢+ = +i * MR
1
| :
[ | i
A B
T ica 111 21314]5[(6]7 9110}t ] |
sr -— - i - | .- - - - - ) b
§_37 il ol o N A e S s Wt
s/ 2|4|=| 3j=141312]| 3|4
P 2|3|-]2j=13 (3}~ 3}3
A 37 213~ 2= 1313]|~-| 33
A/cC
LISS/¢
ABFI 137 4 = -
ABPI/ ¢ - ¥




Ch. V. M, ‘A Positiwo anti o + Caso 18
175-56-T321 Con trensfusién autoanticuerpo
H.G. GX PVII AII 1) v.13.82

2) V.17.82 (S.R.)

CeilGeno |C|D|E|c|e|E|R|S s |P [Py |Fy | K | X [Jk |9k |Le|[Le |bi|bi|Xg]

# ltipo al b a|lb) al bl al vl a

ld,r++-+ -] -+ -+-+|+-+--+

23432-'--&{-!- - -] =|+ PO P -l J= |+

3rri-i-§- + 4| =] =]+ + |+ |+ ]+ - |= |+ [~

4R,H,|+!+|- =t =]l |t ||+ |+ |=|*}|= -+ |+ |+

5P'r+--+++-+++-+-++ |t |= e

GR,R,_', |l =l el =t |+l +l=]=]|= |+ |+

TR/Rz++++++--++ tlale|=]=)+|=1|+

8 +pa =] +l+ | +|v |+ R S + |- |-l

9'1:3;++--++ —ft |+ |+ =|=]+]|+ -] |- 14

10 3:Ra+l+--++--++-+.-+- -l |= i+
s B

Téenica J1 1 213/415|61718B19 30!t

Sy =1 == 11" =] =|*"i=] =

S 22

5 137 il Bl Dol Bl Wl el Ot Sl Wl Al B

s/c 2-+2$2222£2 2|3

e 24| -|2hledl2hioA] 2l 2 |22 243

A 37 2| -(+ 12| 2] 2 + 22413

A/C

LIss/¢c

ABFT 37 K9] &]1h

[ABPI/C




Y.C.G. "0 Positivo anti ¢ + B Caso 19

1979-60-39 37 Con transfusién

H.O. 6 II P 11 1) Y.21.82 (8.2.)

Ca. Mama

CollCeno |C|D|E|c|e X |N|S |s|P [Py |Fy|K | Xk [9k [k |Le[Le|DIjT1]Zg

| £ Itipo a{ b a{b| al b| ai bl =&

1 Br |+ [+ |=]+]+ls e}~ - |+ - - + | - +|

23:.33.-4-4-1--4-- i+ 1+ |+ ++++-!--

3 ITT | |ala]e]efeje|+]4]efs s | ={+]|+ + |- +|

4 1B, 4 lej=|e]|+|e|e] =] +]+ - -l |+ + |- !

5 |Ba¥ |- i+ [+]+ +|ela| e jo e | =[] =1+ | =]+

6 |BB le |4 || 4fe|=]s| ¢|s{=(+ ] -|*}]~- ~te | =]«

7RARJ.—+++-+—+-—++- |t [=]+l= e | = +]

8 BaBa f mla |44l =j=l4| =] +[+ 14 |= | wjtj=|+ |= |+ -l-a-‘

g IRB | sisf|=]|si=|r|=| +|ei+ |+ | =[+]|+ - | | =i i

10 rE -t ||+t =t #|e|e e ]| =j+]|+ - |- +i-]
|

A B

n ice }1)2!314]1516)718191101¢

Sr | 2| == | 2] «]| 2|4 (=] ==

s 22 -j2| ~|=l2] | 4la =] =]

s N -l 2] -[=-t2l=-| 2[3]-I-]-

s/¢ +) D= - ===

Ar +| AR 3] -} 4 -1 2|=

A 37 2| 4| 2114 4] - 4{4 -] 2|-

c - = -

LISS/C

aBpI 37 | * [2A|1A[1ARA| -4 {4 {-] 2|-

LBFI/C 2 - - -




o.B.L.

"0 Positivo

antli B + o

Caso

20

1663=-40-1047 Con tranzfusién

H.G. GVI PY A1 1) v.24.82 (3.0C.)
Cel JGeno_ D E|c|e|¥|N|S|&|P |Fy|Fy|XK |k |Jk |9k |Le|Le [D1]|Di|Xg]
# |tipo ai b | bj] al b| aj] b| &
1 xr - +|+lel=ltfja]|s|+ |j=|+|= + |- +
o |Bala . —le|=]ele]|a|s]le]e|s]sis]-]~|=

3 |ITT - =) ele | +le e+ |+ |=|2}+ + |~ +
4 |BT + |- +lte el =]+ ]oje|=]=|*]|+ + |-

5 Rar v+ elelala]l+lelalele =il =]e]|=|® =] +
6 [#® tlwfm]|rjt]|=] ]+ {tl=i+|l=]|e] - -] j=4 *
7 R R, || t|l=]r|=jt]=]t]|e|=]=|e]| =]t ]=}]+ |=] +
-8 R |-+ tle || =ls|e|e|=|=]eti=]|+]j=]|+ =]+
9 R, R, | =] =+ |= -l |+ o] |=]|+ O P
10 rr -] =]+ T I Y O T -+ - i § -

A B

Técnica 213141516 171819110jt 11213 1]2i3 |4

- =TTl {=1-] - j

s 22 2|~ =138 =|3% 4|~} -~

5 37 2= =12 =13 t3]-t ==

S/¢ il - il S

Ar + |~ =122 | «}=

2 31 sfE] = | 3] -[oAw] -] |-

ks . - = -

LISS/C

ABFI 37 4|27kl 4] -| 44| -] a4|-| (N34 2 4] |+ |3 2hAl
4BFPI/C - - i




"0 Positivo

T3 olia anti E + ¢ Caso 21
- - - Con Transfusién
H.G. SSA& - - - 1) XI,.30.81
H.M.O0, 2) VIII,05.82 (s.C,)
CellGeno [C|D|Eje|{e|¥|KN|{S s |P |Py|Fy k [k |[Jx | Le|Le DiiDi'Ig
# itipo al b alb at bl al! bl 8
1 | RBRA+|#| <f=lela|=|s]js|2]+] - +| ] +| =]+ =]+ ‘
2 | Balgf =t al #la ||| |+ e] +]+ +++|--- _‘_J
3| T T == =|+]|+l+[=|+]+]+] «| + +| = =[ = +!+f ‘
4 | BB |l e =|l=|d|=|+|~12]+]+]+ +V-|f - - i+l
5 | BrBefa| #] cj=fa]sl=|=-te|-]|+]|+ +-,+-+;-’ o
6 BB, o] ¢| |+ |+ + |=f ] +] +1 + ] *| = _i_,,n_g*.. ’
. BBl o] of #|le|+] =]+ ]+]+]+] +1 = + +, - | ;
8 BByl e} e | =l =lel=fa]+] +] =~ + - +| - !-—l-o-' f
g | BaBa —| o) #|# || ¢j=ts| -]+ +] - T
10 ‘ P!
1 | BT a4 {14 |=]+| =] )+ H o=l ] - i ' }
o BBy | #| | =] #|=]+]+] «] +| + ) + = = - : i
3| T =] e || #|={e] ]+l +] + + -l -je| =]
4 BBl ol =]e] ¢|=]|=f+] =] «| + | -I-o- -i-o-i-JAt;

A B
Técnica 111 2]3]14151617]819 10|t (1121314
S = 3] =] =j=|*] ]| | £
—— =3[ =[ <=3+ 3[2] [-
5 3 -{al =] -l=-13]4a] 4]a -
s/¢ I e N
Ay
A 37
A/ C
LISS/C
APPI 37 |2 |3%4{24) - + 224 -
LBFI/C - -



C.R.C. O Positivo anti B + o Caso 22

0179-320-0302  Con transfueién +8 )

H, O. GX PVI A IV 1) vI.03.82

Ca. colon ' 2) ¥1,04.82 (5.R.)

CeldGeno |C|D|E|cje|X|N{S]s Pr(Fy|E |k |[Jk |JK |Le|{Le |Di|Di|Xg

# |tipo al D al bl al b| a] bl a

1 R,r |+ -] #|+ i+ ] +]= |& + |4 |=|+]| = + = +

23.1.}‘1- +| #|l=tt | =] [+ |F |+ |+ |+ +|+] + | == |=

3T T jm|=je]| *lr i +[+ |+ )+ |+ * =+ + - +*

4 1By |ale|la| #le|t|el=ielelejaite]|+ -

5R1r-+++++++++++-+-+-+-+

6 R, 4, | =] =+ l+]|~- t|=|®|=]|+}| = -l la i

.TR:LR:L-+++-+-+-++--+-+-+-+

g |BaBaj a4l #|-i=fe|eje|s|s]|=|=]+]|= = -|+

9 RR |4 |} =] = = | 4l + |+ -] +] * w | & -!4-

10 TY | =]+ * | =|+ + |+ -l +| + - |-t |=
A B

Técepjea 13 2|31415161718(91101¢

Sr “ITITITETLTE ITL T -~ \

S 22 I D e R O A o e O

S5 37

S/6

A -l 2| 2|+ | 2|64} 313 |-]| 2(2

¥ 5 3l af2(+]3[3 | 3f3[-|4[3

A/cC

Liss/c | 3| 4[2(2] 3|3 |3 (4|~-|3]+

amrz 37 | 3] 44 |2H 4|+ 4[4 |- PAf-

ABFI/C 2 - -




A.D,B, "0 Positive anti B + ¢ Caso 23
1275-58-0995 Con transfusién + Py :
Leén, Gto. G XIIT A X 1) 1I1.18,.82
A, A, 2) v.14.82 (s.0.)
CellGeno |C|{D|E|cle(MIN]|S |s|P |Py|Fy Kk |9k [JK LeLeDi"‘ix_g-1
# |tipo al b alb| al bl al Bl 8
1 BT |+ = + || =fe el =]+|+ v | v ={% |+ +J
- RaR jm 4] | 4j=ai{+]| = +|e]+]| - +| ]| +] - -]+ i
3T |=|=| =+ | |+ je 2] *]| =~ | + - - |+ |
4 |B/Ba | |a |+ #{eja]e|=(+]« 4|+ +| =l *|- |
5 |BaBa - la|4fsl-ta|<ls|+|+]+]|= *| -f ] =% |= :-o- i
P BBy g b =] el (e |e|e]+ +| #l +| = + [+
7 RBalse|a]|4] #|[e =[]+ [+]+] +] + [ =]+ =1 =+
8 R,By |+ Y O R S PO PO I e + 4=l =t
g R,R, |+ = =]t} = |e] ] +]| =~ IR R
10 rr - || =] *|+|+] ]+ =] 4] + +] * -,--i-o-iﬁ,
3 (BT [#lef =] e ]+]|=[-|+]+] - 4-.-1---.---;‘4-‘—]
> BaBa f e #] ¢l =|=]+]|+] +| - - + -t {=je,
_4 R, R, | =l ~fr =] +|=]+]| = * 4| = o] = + i+ |
10 |RBR.E, 4| = - | == ]ej+]| = + +| = - +l- +
A B
Téconice 1311213141516 ]71819130it
Sr +i+ [+ 2023 | =] =] =|= |+
5 22. 317&- 22 237&‘ -| =|= 34
s 7 A+ | e| 24| - (9| ~|~ 34
/¢ 2| | &4
Ar gl 44| 3| 4+ phlek] -4
1a 37 4l 44| a]| 4|3 pBAl | |8 |&
A/C (4
Liss/¢ 3
aBPI 37 |ZA|3% 124 =
ABPI/C =



O Positive

P. M. M.J, antt B ¢+ ¢ Caso 24
6574-55-830 Con transfusién + IxP
H.G, ¥ gestas 1) 111.15.82
A.H, 2) Iv.21.82 (s.c,)
CellGeno |[C|DiElcje|¥|F|S]|s[P [Py|ry k |Jx [IX [Le|Le [Di] D1 [Xg
# |tipo i 2| b a|b] al bl al b a
1 BT lela|alv leie|la|=]aele]+]+ wlel =+ |=1+]
s | Bafal. et | v e+ [+|+]+]|+ | =| ] =] ==+
3T T la|la|=f(+v|elef=l=]e]|+]|+]|+ | +] %] =]+ |=14+
a4 | B/R, =t |+ == | +]| +]| - 4l * wa|=]]
5 R,R, +| == |t =] t|w |-+ * .+-+-+++
5 S IR ER I + P I e
7 RBIsl ] =Jajel el s fa]sl o] = +] + | * | =1+
‘8 R,n, | =l |l [ #] == |t =]+ ]| ] =+ =]+
g R,H, R I P P # |=( 4] +]| = ] =] ] =] + -{+
10 Bifal ol ale |=]e| <|=e]+] +} = +| + - |-}
o | BBl talals fale[={e [a[+]+]= | +| *| =]+ [=]4
3| T T |=j=]=|* || el =jele]e]e]~ +| + -+ |=]+
5 RRB | 4| =l (4| #]| =je |+ |[+] +| = +| ¥ | =] F -]+
10 T m| mjmis |+ e =]+ +] + o+ -] - -]+

i B
Téopice |11 21314 6l17]/8lgl10[t| [2 5110t | 2! 375 [19]
Sr "1t =I=l=] = ===
s 22 i B e Wt e ol Bl el Bl el
5 37 i Dl el e I Il e e It e B
s/c 313{3) 2} 3(3]2] 2] 3|3
i ++[17;- =3 |=| =] ={2 |-
a 37 2l2fleh) = |2 |=| =l «[2 |
e NERBREE
LIss/¢C
ABPI 37 3f 2 =~ 24
iBFI/ g 24



Caso 25.

© R,R.M.I, "0 Positivo anti E + ;1®
167=49-3614
¢ IIT P III 1) vI1.30.82

I.M, P, 2) ¥I.31.82 (s.R,)
CellGene |C | D cle|[B|[R|[S[s|PF [Fyl|Fy X [Jk [JX |Le| Le |bi] Ui ig
# |tipo al b alv]| al i al vl &
1 BT |« + et} t|l=ls]e]l+| - ol =] o] ¢ == I + !
2 BaRa|_ | + * |=i4] =]+ |+|*] ]| = | *| e[| =]+ =T+
3 i{rrT o] -] =i *{ =]+ |+ || +]| = + - ¥ |=]+
4 (B, Je)l+] =|+ +| =+ ]+ ]|=]+]|+ +| =l ¢ =] e

5 BaBa | o + (= +]| =+ +| 4| - +] =f | - - '
6 IBBal+] o * e[l wjetels] sl +| | #| et |ei+
7 R}RL "‘- + + + - + - - -+ + & + - + -— -+
8 BB ja|+] wla |+ {t] ¢fm|a]{+] =]+ +! + -|+ -]+
g |BB |+ +] ={~ |+ e le| ] o] ol ol it etfes. »

A h- |

T ica 1112 415|611 7!8[9 10 11415

5 22 =2 =12 +|~-| -t- |-

e R R E NN

S/¢@

e -2 13 23f-] -]

A 37 -13 =1 4 33| =] -[-]-

= .

LISs/¢ - 2 <+ 2’1 2% 3| =) 2= |-

ABPI 37 | ~ -13% - = | = |24
ABFI/c | = 1% - il



A.C.T. "0 Positivo anti B + ¥y° Caso 26
1380=20-0007 + P
H.G. ©1).I11.10.82
2) IV,22.82 (s.C.)
CellGeng |C|{DiE|c|[e[MIR[S|s|P [Py |Py|K|X |Jk |9K |Te|Le DL 11Xz
# ltipo 2| b albi al b| a| b| a
1 [T el =t ]ela|=fale|+] | +]|=|¢ ] -] *] =|=1%
> RaRay | = | | #|# | =] ]+ + i+ +]| ¢ =4 |= +] = - | =]+
3 FT =l =t la]le|lal|els| ¢lt]lelee]| ¢+l =ls]lalel=
4 |0 Jel el e[+ 4]= =]+ | ==t s | =l =] =]|]e
5 Bty jail | =laft|=le]|=le]l=]|=+ =t =+ =]+ |+]+
& -ipa| *fr e e[-]+{+] ¢ + -+ |+ - |-+
a Biy a4 a]=fe]vle =2+ +| = =1+ [+ N A R Y
8 RB || @] a|l=|e|t]a[=fe|+] =] +| =1+ |= P (P R
g RR |+| 4| =jw |+ + *| =] | =] =t |- ENERES
- BBy #| 4| | =] t)e [=|+] + -] =+ |+ -+ =14+
s [BaBalal e wle [l wfcfele]+] o =]=fe s e | =]+l
3 rr =] =] =t || b= i+ | ] #] -] >l e I ERERE
" Ry Jo|lal e jole|alelel=]|+ -t |- -l +|+]|+
6 BBy | 4+ et =t ]e| =] =] ] =|le |+ -l 4 |-
A B
Iécnica 11, 21314}15]6[71819130[t] [2] 3] al¢] 31416
e 44 |2|4(-13|3|=[ 2032
S 29 4{ala|al-ja|a|2 a3
5 37 2ZI2|=|=|=12|+{ = ={3 |-
5/6 el il b * 8 F
Ar 1
A 37 .
c
LIss/¢
aBrT 37 | PBh{4|24] |4 3|2%] 21248 | 2] 2|32
ABFI/C




H.H.I. "B Positive anti E ¢ Le® Gxso 27
0164-33-1170 Con transfusifén
HOG. el S 1) 11021-79
H.M,0, 2) Iv.20.82 (5.C.)
CellGeno [C| D clelu|[N]s]s[P]Py|Fy X |[Jk |9k |Le|Le |Di|Di|Xg
# |jtivo aj b alvl al i al B| a
1 R,B; | & -t | +] == |t =] =]+ + j- =l +]=1+
5 |BaBaj-|+ =] = +ie] +]+ + |+ -] =i |*
3 |F | +Htl+| a]=|+]+ + + |+ |||+ i
4 [®R;r + |+ =] +|+ | =] #]|=] ][ *]| -] * + |+ | =+ | =]=-1 4
5 - +lgu) -+ +| e |v|+]| ¢ + + [= +f =] =1+
6 Baia | U} & #l=f+] #|F =] +]| +] + + |+ -] = -
TH:.B:L N =] ] == |l ] ]| - + |+ R P S
-8 BB, || o) =] =4 +] =ld]|=]|+] +] = + |+ -|+-+1+‘
—
9 R,;Ra + +e|+] #|l+]|=t+] ¢} + . |+ -] 4| = +l
10 rr -] - - | =] ||| =} +] + + |+ -f | - +|
BR je|+]| «f ={¢|¢] =j¢]=]+] +] =+ + |+ | ==
A B
7 ca 112 415161171819 10(¢
BI‘/( + 2 - 3 3| =-j{3 {+ -
£ + - | - 2 ) - - -
Br22- 3 3
B 37 -13 =-|=-]4|2] =] 3|=]-
Ar -— - - . - - e 2 -—d . L
A 37 1T 11T 1T LT T j
+ ]2 - | ] = | =] -
A/cC
L.ISS/¢C
ABPI 37 |17
sBPI/g [T |*



1 9% : P 9 B Positivo anti E + M Gaso 28

0164-33-1170 Con transfusién + Le® %

H.G. : -—- : 1) vI.29,.82

HoM,O, ' ' 2) VIII,05.82 (S.P.)

CellGeno |C[D|E]c|e|M|N|S}|s|P |Py|Py|K |k |[Jk |JK |Le|Le Di'Di—[Xg

# itivo al b a|b| at b} al B! =a
/T )l vjm ||+l e ta]e|+]| ] =] =l¢ [= |+ |+ | = -|+‘

o FaBa lajale [+ |=fel=|s|v)e| ¢} ==+ |+ |=]+|=]|+

3 FF (= =l=le]e]s|-|*|=* | =] +le |+ - |+ =1+

4 BT 4| #|=|+ elale el =] | ] =+ |=|e |~ +]|+]| =

5 LT N U P PR PO I P N O [ P S R e e e T *| =l

6 BiBa || alefjaele|={e]e]|+]e] ¢ e]=ls =+ |=[+]~=]+

‘7 B e sje (o [o|o{=fe|+| =] =] *[=|* [+ [+ |= | *[ =] *

8 BR, || ¢j= =] e|e|=|+]+| =| +{ =|+ {+ -+ -|+

g [B/By [*] *j=|=|+]| +- e el el e |+ |+ || +]+]+

10 RB, |#| 4f=|= |t #|* |#] =] =| =] ] =j+ |= -]+

1.311‘ slel=le (e |+l =|ela]ls]|s)=]+] - *| =

2 BBl jtje|e |=fje| =] ¢lefsfjrije|e|e]|s]|s]a]=i~

A [T T |=|=f={* v+ ¢|els|+]|+|=-]|+i+ - =+ |=

4 RR, ¢ |+ |cjm [+ |#]|=] =|t [=a]|*]t ||t =|+[=ai+ =]+

A B

T 1;21314|5]6|7181]9(101¢ 1121314

Sr s e e e e e

S 22 “l=]l=[=l=]=l=]l=i=l=F

S 37 il Ml it St B el ek et Bl Bl

s/¢ ~le| -] 24 - - -[2A-T

T o Il | ml e | e | ] ] s |, o B

A 37 “1TITLITITLIT I T O

. =1~ -PHel-[-[=]-F

LIss/c -9 =l2fl2]-{-].-1a[-|2

ABPI 37 | ~31— |= 1= iy Ml B

Br1/c | =212, - R4+ |




v.v.I. "A Positive anti M Caso 29

6572-41-0562 Con transfusién
Puebla, Pue, --- : 1) VII.9,.82 (S5.R.)
c.Rr.I. . :
Tellceno [CI D= c e [ X NS [5 1P 7 [F5 |E | X 9% Px | Le|Le |b1| b1 X8
# ltivo 2| b al B! al b| al bl =
9 R0, 0, e fjt|t | |eld]| =} =} +] =|+ -] *l=|
5 |HaBa | - e {=lt =]t ] | =] ={+ |+ -l +f=]+
3IFT =] =l= + == 2] ¢ «] | ¢+t |+ |+ | =)+ =} +
4 |BeT +|= |+ -l |=f+] # - -+ |+ PO I Y S
513:3: tla =] 4le Jo ]l +] ¢ ¢ =] =le+|*+ ]| =| =] =|+]| +
6 [BaBa [ =] +l+ [+ | =js (o |+ o} +f #] +| =+ |= - =] -]
7 |- [s 2] ] 4 +] +] =|+ | *] = =] *
83,3,_+-»_++++-+-++++++ - | -}
g letw [#f =|={*{*+ =+ ] + = #] «j* |+ ) = 4| -, -
10 , l

i

A B

T ica 11]121374i5]617i8i9]10|¢
s |2 3|~ 2| +| 32| |-
s 22 2l 3] 2i-121 2} +] 24 2 -
S 37
s/¢
Ar 314 2|=13}13|+] 313 -
2 37 + +‘+— + (gl &g 212 -
ize. - 4* -je[+| e g+ |-
LIsS/¢C
ABFI 17 -2+ -
LBPI/ C - - |




Ch. Bomo

O Pos itivo

anti P Casa 30

568~37-0047 Sin treasfugién
H.C.N. GVI PV A2 1) XI.10.81

2) Iv,29.82 (s.cC.)
CoelsGeng |C | DIE|c)e|X]|R[S [s]® |FylFy k [Jk[Jx [Le[Le|Di bt Xg
# ltipo a|l ® s al vl al bl a
IRJR¢+-—+-+-+-‘++ +| = | =] ||+
2 |BaBa | Sl ele To [<Tol ele (ool ] « |l <] ol =] =1=1+
3T (=] =j=le]e]a}l~l]e] el +]| s +* +—+-+:
4 1R el sl ool =]l dlale|el =] « +| » PO I B
SR’R'++——1-+—-++-+ ! =m =] k=
GR,R,++---++-.—+++- +| #] | =~ ]+
T BRy| =] #le o =] ] =l=T+] o[ & = +f + - | -]+
Br'r+--+++-a +| =] + + +lel =l +]=]+
o |HiBz tir v e o] =[] =] ] 4] +| + S
o =gt =i+ %] +| =l |+ +] o] & +| + | ==+
5 - -l +ie]l =lels]|s - < SEINED
4 + i 4= -+ (]| = - - *[ =~ +|+
Iécnica 11i2i314(5}6 [ 71819]10]%
Sr il Bl Bl Wl Wt il el Bl B K- 3 B
s 22 - l12{g1&g|l ={2(+ |+ 221
s 37 =[*|e| &) =+ {+]|=] ¢+ |-
s/¢ - = .
e -lg|lg| 2] - gl e 2|
A 37 =1+ gl ¥ =+ |+]] 2 -
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4,7 Andlisis de Resultados

Para hacer la comparacion entre las técnicas habituales y la solucidn ABFI,
se pueden agrupar los cosos estudiados de acuerdo a los resultados obtenidos tomando

en cuenta el tiempo de reaccién y el grado de aglutinacidon encontrados con la so-

lucion ABFI:

Tiempo de reaccidn Grado de aglutinacidn Casols) ¥

Mayor Menor 4, 18, 19, 29

Mayor Igual S, 22

Mayor Mayor 2, 6, 16, 17, 20, 33,34

Menor Menor 7, 10, 11, 14, 15, 26,
27, 32, 35

Menor Variable 8, 9, 12, 13, 24, 30

Menor Igual 38, 39

lgual Mayor 21, 25, ‘36

Menor ' Mayor 1, 3, 23, 28, 31, 37

Tabla 4

De los 53 anticuerpos en estudio, sélo el 15% necesité de la prueba de -

Coombs para ser demostrado.
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Si bien se observan casos en que el tiempo necesario para hacer la identifi-
cacién del posible anticuerpo es mayor, ésta se logra la mayoria de las veces con
una oglutinacién mas clara, o por lo menos igual. Son minimos fos casos en que
ademdas del aumento en-el tiempo de la prueba,se obtiene una lectura menor a la
encontrada originalmente y que puede atribuirse ol hecho de que estas muestras se
conservaron en congelacidén o refrigerocién con el consiguiente deterioro de ios an-

ticuerpos.

Por lo demas, la reduccién en el tiempo de la prueba es notoria; el grado
de oglutinacién puede ser menor de 1/2 a +, lo cudl significativamente no es im -
portante considerando que los valores que se dan son subjetivos, y aunque se trata

de mantener el mismo criterio para asignarios, son variables. No se. encontraron -

resultados falsos positivos o falsos negativos.
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Discusidn

A través del tiempo se ha buscado que las técnicas empleadas en el banco -
de sangre tengan, en beneficio del enfermo, una mayor sensibilidad y especificidad;
y que el tiempo en que estas se lleven a cabe y el error que lleven consigo, sean
minimos.

Solamente cuando se conocen aquellos factores que intervienen en el desa -
rrollo de estas pruebas, se les puede modificar y manejar de tal forma en que se -~
puedan obtener mejores resultados. En los primeros capitulos se han presentado una
serie de conceptos en forma aislada, cunque tratando de conservar un orden légico.
Sin embargo, es ahora que no se les puede considerar asi, sino como partes integran
tes de un todo, y que entre unas y otras ejercen sV efecto, siendo la Onica forma
posible de tratar de conocer a fondo los mecanismos y factores que intervienen en
la recccidn antigeno-anticuerpo.

De todos los factores, se sabe que los medios de baja fuerza idnica permiten
a través de la disminucién de la barrera electrostética que rodea a los eritrocitos,
la deteccidén de anticuerpos durante la 1a, fase de la hemaglutinacién, aunque se -
encuentren a bajas concentraciones y la reduccién del tiempo de reaccién (34, 62,
66, 80). Existen tres periodos durante los cuales puede modificarse la fuerza iéni-
ca (12):

a) Sensibilizacién del eritrocito por anticuerpos especificos

b) Lavado de las células sensibilizadas
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c) Reaccién de las céiulas sensibilizadas con onti-4 globulina humana.

Se ha observado que es en el 17 perfodo cuando se pueden obtener los me
jores resultadcs, siendo la fuerza iGnica éptima del medio de 0.03 (12, 34, 37, 45,
48, 54).

$in embargo, para onticuerpos conira el sisterr;a ABO y g veces contra el -
Lewis, ésto no sucede asi y se explica de la misma manera por la cudl la reaccién
de la ontiglobulina no se aofecta por el uso de la baja fuerza idnica. La regién -
Fe de una molécula de IgG que esté sobre la célula se encontraré aproximadamen-
te a 10 nm de la membrana celular; si la capa i6nica que rodea al eritrocito tie-
ne 0.8 nm de espesor como se ha sugerido, entonces al reducir esta nube idnica -
no se produce efecto alguno sobre el extremo de la inmunoglobulina. ya que se en
cuentra fuera de esta nube. Se considera que los sitios antigénicos de los sistemas
mencionados se localizan lo suficientemente alejodos de la membrana celular con lo
que escapaon al efecto de la baja fuerza idnica (46, 54)

El tiempo de incubacidén para un medio de baja fuerza idnica se reporta en-
tre 10-20%, aunque generalmente se utilizan 15' en forma rutinaria y ain se puede
acortar a 5' en caso de urgencia (24,28,37,54,62,78,80). Parece ser que cuando
los medios de baja fuerza idnica se incuban durante mas de 40 ', lag sensibilidad -
decrece rapidamente, pero esto no estd bier comprobado (37,78).

Los medios de baja fuerza idnica estudiados estan compuestos ya sea por azi
cares 0 por aminoacidos que permiten reducir la concentracién de sales del medio,
y por consiguiente de iones, conservando la osmolaridad de éste. Cuondo se com-

bia el nGmero de iones en e! medio, la nube idnica que cubre ol eritrocito se alte
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ra permitiendo que la distancia que existe enfre las céluias sea menor y entonces,
moléculas ton pequefias como los onticuerpos de clase IgG, puedon llevar a cabo lo
reaccion antigeno-anticuerpo .

Los azicares como lactosa, sacarosa y glucosa, como consecuencia de su na
turcleza no idnica, permiten su empleo al no aportar a la solucién cargas que inter
fieran en la reaccion. De los aminoécidos sélo se emplean aquellos cuyo punto iso
eléctrico sea cercano al pH de la reaccién (6.5 -6.8) con lo que se tiene una ioni
zacién minima ya que a un pH mayor podrion contribuir a la solucién con una cor-
go formal. De todas estas sustancias, posiblemente sea la glicina la més usoda ya
que es menos susceptible de contaminocidn bacteriana, més féacil de usar y ol pare-
cer no interfiere .con la participocién del complemento en la hemélisis d; tipo inmu
ne. Se ha dicho que la glicina en un medio de baja fuerza iénica se presenta en
parte como zwiterion lo cual aumenta indirectamente la unidn de IgG con los onti-
genos celulares al reducir el grado de hidratocién entre ambas moléculas. Posible-
mente su efecto no estd osociado a su actividad dieléctrica (1,12, 51).

Tomaondo en cuenta fas caracteristicas de [as sustoncias empleadas hasta cho-
ra, se eligié a la albimina porque ol presentar una carga neta negativa se permite
la coptacién de cationes delvmedio lo cual da a lugar a un segundo efecto también
muy importante, la deshidratacién que ejerce sobre y entre los sitios reactivos de -
las moléculas de antigenos y onticuerpos. Al permitirse que los sitios reoctivos se
encuentren libres de cualquier impedimento estérico, se focilita su choque y la -~
unidn resultante serd mayor.

Debe recordarse que la capadidad amortiguadora de la albdmina se logra a
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través del sistema Albiming/Albuminato de sodio més que por la presencia de deter_

minados aminoécidos en la molécula proteica. Cuando se emplea un medic albumi-

noso para efectuar la reaccién ontigenc-onticuerpo, ésta no se verd afectada por un
cambio de pH. Ilgualmente debe tenerse en cuenta la constonte dielécirica de la -
albimina que permite que la distancia intercelular sea menor.

No solamente deben evitarse los impedimentos estéricos, sino que debe ha -
ber un cambio de energia en el sistema para que el choque entre las moléculas sea
mayor. Se ha establecido que los anticuerpos de clase IgG, requieren de un sumi-
nistro de energia que se logra con la ir;cubocién a 37°C.

Considerando las cualidades de la albimina se establece su empleo para fo-
vorecier la hemoglutinacidn por onticuerpos de tipo lgG principalmente.

Cuando se disminuye la fuerzo idnica del medio pueden presentarse reaccio-
nes falsas positivas debido a la odsorcidn no especifica de proteinas (12,37,48).

Los eritrocitos se aglomeran espontaneamente a muy bajas fuerzas iénicas.
Los factores responsables son proteinas y euglobulinas (principalmente IgM, aunque
también algunas IgG) que ol adsorberse a éstos inespecificomente precipitan juntos -

al quedar reducida la carga eritrocitaria hasta en un 75% o mas. Al aodicionar una

sal que restaure la fuerza idnica isoténica se dispersan los eritrocitos por la redisolu

cién de las proteinas odsorbidas (74).

La reduccidn de la carga eritrocitaria sin la formacion de puentes proteicos
intercelulares resuita en la producci-c'm de rouleaux. Sin embargo, la aglutinacion
ocurre frecuentemente como resultado a la edsorcién de moléculas a dos eritrocitos -

al mismo tiempo. Esta aglutinacién puede ocurrir en ausencia de anticuerpos anti =
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iy,
eritrocito especificos y hacer dificil la distincién de una oglutinacién por un anticuer

po especifico.

Aunque a bajas fuerzas idnicas (0.06 - 0.08, més que a la comunmente usa
da de 0.15) se propicia la actividad hemolitica de todo el complemento (1,79), se
fijan en especial sobre la superficie celular grondes cantidades de C4b y Cqp lo
que puede dar como resultado hemdlisis @ indicar la presencia de un anticuerpo he-
molitico cuando realmente no sucede asi (51,60,69) Lo fuerza idnica minime pora
la actividad del complemento se ha fijodo en 0.034 (53,79).

La fijacidn del complemento a bajas fuerzas idnicas se observa principalmen

te en sueros que contienen un titulo alto de anticuerpos frios (37,51).

Se ha recomendado tener las siguientes consideraciones cuando se usa un me

dio de baja fuerza idnica:

a) Usar volGmenes iguales de las células en el medio a baja fuerza idnica
y del svero a probar durante la incubacidn para tener una fuerza iéni
ca final de 0.09 , ya que un exceso del medio a baja fuerza iénica
produce falses positivas como producto de una fuerza idnica muy baja
Por el contrario, un exceso de suero, incrementa la fuerza iénica de
la mezcla de reaccién y por lo tanto la sensibilidad de la prueba (14,
51,54,78).

b) Cuando se usan tubos de. vidrio, es mejor usar pipeta Pasteur ordinaria
porque cuando los tubos son de plastico, las gotes varian su volumen -

grandemente por la fuerza electrostatica. La variacién en el volumen
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de las gotas puede ser de & ,‘_I al4/¢l. Para los tubos de plés
tico es recomendable el uso de una pipeta Eppendorf pare asegurar vo~-
|Gmenes iguales (49,54)

¢) Distribuir el medio a baja fuerza idnica en alfcuotas esterilizodas y ol -
macenodas a 4°C para prevenir lo contominacién microbiana (54)

d) Llavor los eritrocitos en solucién saling antes de suspenderios en el medio
a baja fuerza iénica para evitar los reacciones falsas positives, y o -
menos de que se elimine perfectomente la salina del dltimo lavado, se
recomienda hacer este con la solucién a baja fuerza idnica (14,54)

e) Hacer lavados con NoCl 8.5 g/i amortiguada a un pH de 6.7

f) Lavar lo songre citratada completa con sofucidn salina para prevenir la

aglutinacién espontanea de los eritrocitos (49).

Ya se ha demostrado la utilidod de un medio a baja fuerza idnica; por sus
caracterfsticas, la albuming presenta diversos aspectos que promueven la hemagluting
cién y es asl que el uso de la albomina bovina puede considerarse de rutina desde
1945, Slo falta profundizor mas en los semejonzas que existen entre ol albiéminag
bovina y humana para proponer el uso de esta Gitima en las técnicos inmunohemato
l&gicas.

Comparando las dos albiminas se observa que son muy similares; ambas molé
cules consisten de una cadena sencilla de aproximadamente 580 aminodcidos cuya =
secuencia estd bien definide; esta cadena se montiene plegoda mediante puentes -

disulfuro (XVI1:68).
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En la siguiente tabla se presentan verios datos que muesttan el parecido exis

tente entre ellas (XV1:40,64,141,147):

A. Humaona A. Bovina

A.A. presentes:
Ac. aspértico 39 4
Ac. glutémico 60 59
Alanina 63 45
Argining 23 . 23
Asparaging 15 13
Cistelna . 1 1
1/2 Cistina 34 34
Fenilalanina 30 27
Glicina : 12 15
Glutamina 23 20
Histiding 16 17-
Isoleucina 8 14
Leucing 61 61
Lisina 58 59
Metionina 6 4
Prolina 25 28
Serina 22 28
Tirosina 18 19
Treonina 36 34
Triptofano ] 2
Valina 39 36
Total 584 581
Grupos écidos titulables 99 100
Grupos bésicos titulobles 97 . 99
Carga neta a pH 7 ~18 -18
Codena ' Sencilia Sencillia
Peso Molecular 66,290 66,210

Aminodcido terminal Ac. aspartico Ac. aspartico
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A, Humana A. Bovina

Confenido carbohidrato

Constonte de sedimentacidn

520 w x 10
Mondémero 4.6 4,5
Dimero 6.5 6.7
Viscosidad Intrinseca 0.042 0.0413
Dimensién A a8 x 150 40 x 140
Punto Isoeléctrico
(/2 = 0.15) 4.7 4,7
Punto isoidnico
(/2 =0) 5.2 5.3
Absorbancia éptica
A g/ litro 279 nm . 0.53] 0.667

Lo albimina humana puede obtenerse de varias fuentes:

caducadaos,

placentas, sangres

fraccionamiento de plasma mediante etanol siguiendo la técnica de Cohn

o alguna modificacion a ésta, erc. (XVI:136; XVI1:562),

Lo protelna pura es incolora, pero toma un ligero tono amarillento como re-

sultodo de residucs de hematina que son dificiles de remover. Fue de las primeras

protelnas plasmdticas que se obtuvieron comercialmente debido al papel que desem-
pefid durante la Il Guerro Mundiol como sustituto de plasma (XV1:49,148).
La gran estabilided de la albomina permite el uso de condiciones en que [a

mayoria de las proteinas plasméaticas se desnaturalizan, ademés se corocteriza por su

famafio pequefo, gran solubilidod resultante de la presencia de mas de 200 cargas
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positivas y negativas que le confieren un carécter hidrofilico, y por su flexibilidod
y diversidad para retener fones (XVI:146,154).

Considerando que es un derivado humano y por consiguiente un posible ogen
te infeccioso, se le somei'e' durante 10 horos a 60°C para inactivar al virus de la -
hepatitis (XV1:64). Antes de llevar a cabo este proceso, se le estobiliza con oce-
til-triptofanato de sodio o més comunmente con caprilato de sodio para evitar su deg
naturalizacién (29). |

La albomina almocenada por diez offos en estado Ifquido a 5°C no muestra
deterioro, pero el almacenamiento a 32°C en estado liquido si la altera, y mas aun
si se encuentra en forma sdlida (XI11:105).

El suero de una cantidad muy reducida de personas es capaz de oglutinar -
a los eritrocites cuando no contengan anticuerpos ontieritrocito. Este fendmeno se
se observa cuando las células se encuentran suspendidag en albuming, pero no en -
‘aquellc.:s que estan en medio salino.

No se conoce el meconismo causante de este fendmeno, pero se ha dicho que

la aglutinacién sélo se presenta cuando la albimina ha sido tratada con caprilato de
sodio u ofras sales de &cidos grasos, y que el onticuerpo (IgG & IgM) causante de
la reaccién estd de hecho dirigido contra el estabilizador.

Estas oglutininas, que no comesponden a los onticuerpos ontieritrocito, pue-~
den causar reacciones falsas positivas en pruebas en las que se utiliza algin reocti-
vo que contenga albimina estabilizada. Sin embargo, existen reportes en los cua-
les se observa este efecto ain cuando la albdmina no tenga el estabilizador, lo cual

sugiere ciue depende de las propiedades de ciertos anticuerpos o de otros foctores.
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También se ha pensado que es una reaccidn inmunoldgica resultante de un =
anticuerpo dirigido hacia un determinonte conformacional presentado por la albimina
comercial.. Apore-nremente, la alteracién que sufre la albdmina para evitar su des-
noturalizacidn, provoca que queden expuestos otros sitios antigénicos con los cuales
se lleva a cabo la formacién del complejo, y este se absorbe posivamente a los eri
trocitos inespecificomente (3,17,18).

No sélo deben tomarse en cuenta las caracteristicas ya descritas sobre la al-
bumina humona y boving, sino que tombién debe observarse su costo. El Banco Cen
tral de Songre del Centro Médico Nacional del Instituto Mexicano del Seguro So -
cial, recibe a través de un convenio con el Instituto Nocional de Higiene de la -
Secretaria de Salubridad y Asistencia, clbiGmina humona con un precio que correspon
de aproximodomente al 40% del valor que se tiene que pagar por la albimina bovi-
na, lo cual es un ahorro considerable.

Ciertamente esta solucién de albimina ha sido producida para ser utilizada ~

como sustituto de plasma en pacientes y su uso como reoctivo podria considerarse un

desperdicio de un material bioldgico tan importante. Pero recordando que el obje-

tivo de esta tesis es proporcion;:r una técnica confiable y er-ncaminado hacia la reduc
cién del tiempo de reaccién para casos de urgencia, bien se puede "sacrificar® una
minima porte de este producto.

Para otras Instituciones muy posiblemente s resulte algo costoso el uso de la
albimina humana en lugar de la bo;rino, ya que su precio en el mercodo es mas ele
vado y se le consigue sdlo en determinodos sitios, pero dado el volumen que se uti

lizo, se puede trabajor un muy buen nimero de muestras justificando de esta forma
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ain mas su empleo.

La olbdmina bovina que se utiliza normalmente como reactivo en un banco -
de sangre, es un producto de importacién, sujeto a las situociones que se deriven -

del caso y es entonces que deberd recordarse en un momento dodo la posibilidad de

vsar albdmina humena si se corece de la bovina.

Los sistemas a los que pertenecen los anticuerpos estudiados son aquellos de
mayor importancia inmunchematolégica (Rh~Hr, Duffy, Kidd, Kell, Lewis, Diego, -
MNSs y P. Por 1o general, los antiewerpos dirigidos contra los antigenos eritrocitg
rios se presentan bajo un Hpo de inmunoglobulina en especiol, siendo entonces que
los anticuerpos contra los sistemas Rh-Hr, Duffy, Kidd, Kell, 5s y Diego, son casi
siempre de tipo 1gG; mientras que los Lewis, MN y P, son IgM. Esto no signifi
ca que bajo determinadas circunstancias © como casos aislodos, puedan presentarse -
en otra forma.

De los 53 anticuerpos estudiodos, puede decirse que 49 fueron de tipo 1gG
y 6, IgM la diferencia caracterfstica por su conducta entre ambos, es la tempera
tura de reaccidn y el medio odecuado parc que ésta se lleve a cabo. Al usar la
solucién de olbGmina humana a baja fuerza idnica (ABFl) se proporciona a la reac-
cién un medio que favorece la hemaglutinacién por anticuerpos calientes. -

A través de la dilucidén de un antisuero comercial (anti-Rh,) se establecid -
que usando esta solucién ABF_I era posible la deteccién del anticuerpo en muy poco

tiempo alin cuando este se encontra;e a muy baja concentrocidn (1/1024)*. Si se es

cogid un tiempo ds incubacién de 10° como rutina para la prueba cuando pudo ser

*Ver pagina 67
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menor, fue para evitar que en un momento dodo se pudiese pasar por alto la presen
cia de un anticuerpo débil.

Para hacer la comparacion entre los resul todos obtenidos en base ol tiempo -
de reaccidn y al grodo de oglutinacién con los métodos de rutina y la solucién ABFI,
deben tenerse algunos puntos en mente:

Los resultados anotodos en los métodos de rutina fueron los que se tuvieron -
cuondo se encontrd por primera vez el anticuerpo, y para probar la accién de lo -
ABFl se utilizaron estas muestras almoacenadas (congelodas o refrigeradas) después de
un tiempo variable. En algunos casos, si habia la posibilidad, se repitié la técni-
ca de rutina para co;nprobar la actividad del suero y se observé que no era la mis-
ma a la reportoda originalmente. Por lo tonto, cabe -espercr que agyuellos sueros -
que mostraron un grado ligeramente menor de oglutinacién cuando se usd ABFl que
al obtenido con otro medio, hubieran presentado un resultado sinﬁlcr y aOn mejor si
se hubiera hecho la pruaba con suero fresco y en forma paralela a la rutina.

Hay ocasiones en que algunos anticuerpos pueden llegar a detectorse con una
prueba rapida (Ar), pero por lo general, es a través de una aglutinacion débil y ne
cesitan de la fase de incubacién (60') para poder obtener su mayor oglutinacion. -
Es clerto que la técnica de ABFl se efectia con una fase de incubocién, pero mu -
cho mé&s corta que la de cualquier ofro métode y con la cual se puede llegar ol -
mismo resultedo. Podria incluirse la prueba répida ontes de efectuar-la incubacién
ya que a veces con ésta se tiene un buen resultado, pero tomaondo en cuenta que es
un tiempo muy corto (10'), es mejor reducir los pasos o seguir y llevar la muestra ~

directomente a incubacién.
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La técnica incluye un tiempo de incubacion adicional de 5' seguido de la
prueba de Coombs cuando des.pués de los 10' inicicles se tiene un resultodo negati-
vo. Esta incubacién tiene un doble fin; prolongor el tiempo de reaccidn y mante-
ner &sta a la temperatura de 37°C. Si -el anticuerpo presenfe en el svero sélo se
detecta mediante la prueba de Coombs, lleva mencs tiempo efectuar ésta después
de 15' y no de 60'.

Debe hacerse una mencién especial con respecto o los onticuerpos igM, por-
que aun-que esta prueba no estd encaminoda a su deteccién, ha demostrado que si -
se les puede encontrar. Como ya se ha dicho, estos anticuerpos recccionon prefe-
rentemente a temperc;furas de 4°- 22°C en medio sdino, y ol no estar en las condi
ciones Sptimas de reaccién presenton grados de aglutinocidn menores o i;udes. -
Siendo estos onticuerpos de naturaleza exotérmice, no necesitan que se les propor -
cione energia porque enfonces se favorece la disociocién del complejo ontigeno—an—
ticuerpo formado; por otro lado, si el efecto de la boja fuerza idnica es reducir
la distancia intereritrocitaria, al quedar las células muy cercenas entre si, puede -
dificultarse la entrada de una molécula grande como es un anticuerpo de tipo IgM.
Con un tiempo de incubacidn minimo de 10' aqueilos anticuerpos frios que se en -
cuentren presentes no sufren el efecto total de la temperatura y pueden encontrorse
con buenos resultados.

Dado que resultaria muy extenso hacer un ondlisis especial por separado pa
ra coda caso estudiodo, es por eso que se les ha ogrupodo de acuerdo o los resul-

tados obtenidos*. Sin embargo, a continuocion se presentan algunos comentarios o

*Ver pagina 109
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reporfes que muestran caracteristicas muy especiales y que deben ser observados con

interés:

Caso 18 (Ch. V. M.)

En este caso se tiene de una manera muy significativa la variacién que pue

de haber en la octivided de un anticuerpo cuando el suero problema se guarda en -

refrigeracién méas de 72 horas. En el momento de efectuar la prueba con ABFl, con

suero refrigerado, y observar una oglutinacién menor a lo reportada con olbimina -
Bovina, se repitid esta prueba (Ar y A 37°C), y se encontré una aglutinacién de
1/2 + con lo cual se demuestra que la disminucién de og'luﬁnocién obtenida con ~

ABF| es sélo aparente y debida a una razdn ajena a la técnica.

Caso 20 (O. B. L.)

Lo muestra de esta paciente se trabajé paralelamente por los métodos de ru-

ting y ABFl,lo cual permite suponer que la octividad de los anticuerpos no disminu-~

yé por el tiempo de almacenaje. Aqui se observa muy cloramente la reduccidn del

tiempo de reaccién; por la técnica usual se requiere llegar a la incubacién de 1

hora (A 37°C) para obtener la mejor imagen, y ain de la prueba de Coombs. Usan

do la solucién ABFl, con un tiempo de incubocién minimo de 10' se obtienen mayo

res grados de aglutinacién; ademas de ser posible encontrar un anticuerpo ain cuan

do el antigeno correspondiente sélo se presenta en dosis sencilla lo cual no se logra

con |as técnicas habituales.
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Caso ,21 (T. J. L.)
A pesar del tiempo transcurrido entre el reporte original y lo prueba con -
ABFl, el anticuerpo activo todavia, permite que se le detecte cuondo se empleon -

células con dosis sencilla del antigeno c¢.

Caso 27 y 28 (H. H. L.)

En el reporte original (caso 27) de la bisqueda de anticuerpos antieritrocifo
se da como resuvitado la presencia de una mezcla de onti-E + onti-Leb, aunque és-
te Gltimo aparece muy dudoso. Después de miltiples tronsfusiones en el lapso de 2
afios, presenta una reaccidn postransfusional muy fuerte por lo que se repite la bis-
queda de anticuerpos mfieritrocit;, y en ésto se pierde por completo la imagen del
mti-Leb y surge un posible onti-Di9 (caso 28). La imagen poco franca que se tie
ne puede deberse a la reaccién postronsfusional en la que se consumieron los anticuer
pos. |

En los hojos de resultaodos se presenton dos reportes comparativos porque se -
tradbajaron 2 muestras diferentes, una muy onterior a la reacccién trasfusional y con -
la cual, debido o la poca cantidad de muestra, se encuentra un onticuerpo sin po -

der especificar si es anti~E, anti—l.eb o anti-Di® (caso 27). Con la segunda muestrg

(case 28), posterior a la reaccidén, se encuentran los 3 anticuerpos mencionodos.

CQSO 29 (v. v- |.)
El anticuerpo que oqui se estudia, es uno de los onticuerpos frios que se in-

cluyeron en este trobajo. Puede observorse que los mejores resuitados se tienen cuon
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do se utiliza un medio solino y a temperaturas mencres a 37°C. No obstante estas
caracteristicas, ol emplear la solucién ABFl se le puede encontrar con un buen gro-
do de aglutinacidn, lo cual indica que aounque se tuvieron anticuerpos de clase IgM

es posible el uso de esta solucidn sin peligro de omitir su presencia.

Caso 30 (Ch. B, M.)

Aqul’ es dificil atribuir la menor aglutinacién observada con ABFI al tiempo
de congelacién de la muestra, o al tipo de anticuerpo con el que se fratey siendo
el anti-P un anticuerpo frio, cuya principal caracteristica es la disminucion de su -

reactividad por efecto de la temperatura, podrion darse las dos situaciones.

Caso 37 (H. O. I.)

Aunque serfa aventurado asegurar con los resultados obtenidos que la sensibi-
lidod del reactivo y de la técnica es muy buena, con este ejemplo en que se inclu_
yeron tanto la prueba olbumincsa como el LISS, podrfa correrse el riesgo de afimar
lo. Mientras que con la técnica albuminosa, saguida de la prueba de Coombs no -
se encuentra al anticuerpo, el medio LISS ofrece un resultado muy débil y que pue_
de en un momento dado considerarse dudoso. Por el contrario, la solucidn ABFl =

proporciona con 10' de incubocidén un dato mucho més claro que el que se encuentra

con LISS.

Caso 39 (R.J. M.)

Pora este ejemplo se hizo lo prueba con ABFI dos veces; la primera emplean
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do las células del panel con el que fue encontrado el anticuerpo, y que presenta -

ban al antigeno Di® en dosis sencilla.

Con la segunda se utilizaron otras células

que tenion al antigeno en doble dosis, y si con la primera muestra fue necesario ha

cer la prueba de Coombs, con la segunda basté el tiempo de incubacidn.

Para am-

bas pruebas se utilizé la misma muestra, la primera refrigerada y la segunda conge

Iﬂ‘*’o

Por Gltimo, tal vez resuite conveniente hacer algunas indicaciones respecfo a

la parte practica de la técnica.

Se recomienda que:

Los tubos usados sean de 10 x 75 mm, pues de lo contrario, ol momen-
to de centrifugar los eritrocitos y decantar la solucién salina, se pierde
una parte de éstos, dificultondo posteriormente 1o lectura de aglutina =
cién. Si a esta razdn se ofade la posibilidad de llevar lo prueba a -
Coombs, debe recordarse que con cada lavado se pierde otra parte del
botén eritrocitario.

Lo punta de las pipetas Pasteur sean aproximadamente del mismo calibre,
bora asegurar en lo posible que los volimenes empleados sean igudles.
El lavado de los eritrocitos previo a la prueba de Coombs sea continuo,
ya que si éstos.permonecen mucho tiempo en la solucidn saling, al res-
taurarse la fuerza idnica y disminuvir la temperatura del medio, podria

destruirse el trabajo ya hecho.

En el momento de efectuar la prueba, sea ésta lo Onico que se trabaje,
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pues si se interrumpe la secuencia de trdbajo por estudiar oftra mues -
tra al mismo tiempo, se pierde el principal objetivo de la técnica que

es la reduccién del tiempo de reoccién.
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Conclusiones

1.= Todas las pruebas que se hagan deben incluir, en lo posible, testigos
positivos y negativos; y ademds, es sumamente importante tener el control previo =

fisico~quimico de los reactivos como son: pH, concentrocidn proteica, fuerza idnis

ca, isotonicidad y estabilidad.

2.- Se sabe que los eritrocitos en suspensién se rodean de iones Nat con
lo que se origina el potencial zeta; si la concentrocién de iones en el medio se ~
altera, el potencial zeta se vera ofectado.

3.- Lo elevacion de la constonte dieléctrica del medio o fravés de polime~

ros permite la reduccién de la distancia intereritrocitaria. La albiomina ademas de
tener esta caracteristica, produce por su efecto osmdtico la captacion de Na' y le
deshidratacidn del medio y de los eritrocitos.

4.- La capocidad amortiguadora de la albimina permite que no se requiera

de otfras sustancias que octilen con este fin, monteniéndose asi la fuerza idnica del

medio en niveles bajos.

5.- La utilizacién de albimina humana en lugar de bovina proporciona o -

la reaccidén condiciones mas semejantes a las que se tienen "in vivo'.

6.- Como no se ha comprobado perfectamente que la albGmina estabilizoda

con caprilato de sodio sea causa de resultodos falsos positivos, ¥ dado que la con -
centracidén de éste es muy baja, no se puede rechazar la utilizacidén de una albimi_

na osi tratoda dentro de los métodos empleados en un banco de sangre.
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7.- La ausencia de resultodos falsos positivos puede explicarse en base a -
que toda la prueba se l'levu a cabo a la temperatura de 37°C con lo que se evita
la accién de las globulinas frics que las causan, y ol control de la boja fuerza -
ibnica. |

8.~ El uso de volomenes igucles de albGmina y suero proporciona los mejo-
res -resultades; la variacién de esta proporcién confirma la disminucion en la sen=-
sibilidad de ofras pruebas a baja fuerza idnica ya estudiadass

9.- Esta solucion ABFl presento una sensibilidad proboda en muestras con -
anticuerpos a bajo titulo.

10.- Se evita en mayor grado el efecto de dosis.

11.- Lo contidad de muestra y reactivo empleada, asi como el costo de -
la prueba es menor.

12.- La observacién del efecto de un tiempo prolongado de incubacion pa-

ro un medio de baja fuerza idnica no se hizo, por estar fuera del objetivo de esta

tesis.
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En base o laos caracteristicas quimicas que se tienen en la olbdmina bovina -
y en la humana, es posible sugerir que los efectos logrados con el uso de una sc.>|u-
cién de albimina humona a baja fuerza idnica’ (ABFI) sean perfectamente reproduci-
bles con la albimina bovina, siendo el costo de una y otra la Gnica diferencia que
determine su empleo.

Debe recordarse que muchos de los sueros empleodos se conservaron en conge
lacién desde el momento en que fueron detectados a través del trabajo de rutina -
del Banco Central de Sangre, hasta cuondo fueron probados con la solucién ABFI.
Durante este tiempo algunos sueros perdieron su octividod y de otros se pudo com -
probar que é&sta habia disminuido considercblemente repitiendo las pruebas originales.

Es importante observar que si bien se encuentron resultados que n;.uesfrm un
grado de aglutinacién menor a los obtenidos por los técnicas usuales, existen otros,
en que la oglutinacién es mayor y también se produce en menos tiempo, por lo que
se consideron resultados muy aceptables.

Por otro lado, al requerirse del suero de Coombs para la deteccién de los -
anticuerpos sélo en una minima parte, hace que el costo de la prueba en general -
disminuya.

Por lo tanto, no es sélo en base a su efectividod hemaglutinante que debe -
tomarse en cuenta esta sofucién de albiiming, sino principalmente en la reduccion dei
tiempo de reaccion en casi un 60% sin perder sensibilidod y del costo de la prueba,
lo que justifica que se Ie.proponga como un método conficble pare lo bisquedo de

anticuerpos antieritrocito en caso de urgencia, y con lo cual se alconza el objetivo

de esta tesis.
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