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CAPITULO |
INTRODUCCION

El término “inmunidad” se refiere, en principio, a la resistencia que presentan los
Individuos frente a las infecciones bacterianas.(15)

Actualmente, ésta engloba al conjunto de respuestas dirigidas a la eliminacién de
sustancias extraiias. Por consiguiente se puede definir al sistema inmune (SI) como:
el conjunto de factores humorales y celulares, especificos o no, que protegen al
organismo contra fas agresiones infecciosas y parasitarias; y contra la proliferacién
maligna”. Se puedav decir también, que la respuesta inmune tiene como propésito
fundamental el preservar la individualidad bioldgica, para lo cual los mecanismos de
reconocimiento, de lo proplo y de lo extrario, juegan un papsl pﬁrriordlﬂl. Al‘hablar de
la respuesta especffica, se puede decir qus, para cumplir su cometido, el sisterna
inmune dispone de dos tipos de células que responden a la presencia de antigenos
(Ag) (sustancias reconocidas como elsmentos extrafios) de naturaleza quimica
diversé(15).

La respuesta inmune celular estA representada por los linfocitos *T*, los cuales
maduran en el timo, dan células efectoras productoras de linfocinas. Por su parte, la
respﬁesta inmune de tipo humoral es aquella en la que existe la sintesis de moléculas
protelcas flamadas anticuerpos (Ac), y que se unen especfiicamente al Ag para
eliminarlo del organismo. Estos Ac son sintetizados por los linfocitos "B*, células
provenientes de la diferenciacién de las células  progenitoras dse! tejido
hematopoyético. Los Ac unidos a su Ag correspondiente forman agregados

moleculares, los complejos inmunes (Cl), que pueden tener expresién blolégica a



través de la interaccién con proteinas del plasma.(16)

Entre los sisternas plasmaticos de respuesta se cuenta al sistema de complemento
(C), que incluye al menos 20 proteinas diferentes en circulacidn, y algunos receptores
especificos presentes en diversos tipos de células (eritrocitos, macréfagos, etc.).(17)
De las proteinas circulantes, el componente C3 y su receptor especifico CR-1, se han
implicado en ia distribucién y manejo de los complejos inmunes ( 16 }, tal como se
deduce de estudios anteriores (16-17) donde se hicieron mediciones del receptor
CR-1 eritrocitario.

Estos estudios fueron hechos en pacientes con enfermedades reumaticas sistémicas,
en particular Lupus Eritematoso (LE) y Artritls Reumatalde (AR); enfermedades
infecclosas, en particular fa Eﬁdocardilis Infecciosa (El); y en algunas formas de
anemia hemolitica, teniendo todos ellos en comiin mecanismos patogénicos donde
intervienen Cl y activacion del sistema de C. Por otro lado, se sabe que muchos de
fos efectos secundarios de estos padecimientos (auto-isoinmunes) son causados por
ol depbsito de estos complejos Inmunes sobre diferentes tejidos, con el dafio
subsecuente a éstos. Estés efectos pueden deberse, tanto a un aumento en su
concentracién, como a una probable disminucién en el nimero de receptores-CR-1
eritrocitarios. (17)

Para probar esta (ltima hipétesis, el presente trabajo pretende demostrar que los
eritrocitos de enfermos con padecimientos de etiologfa Inmune tienen un menor
nimero de receptores, comparadds a aquellos en donde no existe particlpacién

inmunolégica.



En la consecuclén de este abjetivo, es necesario primero:

a) establecer una metodologfa adecuada que permita la cuantificacién de los
receptores CR-1-, y b) establecer los valores de referencia, obtenidos en una
poblacién aparentemente sana, que permita la comparacién con los valores
obtenidos en la poblacién enferma en general; asi como, en cada poblacién en

particular,



CAPITULO N

ANTECEDENTES.

2.1. SISTEMA DEL COMPLEMENTO ( C').

2.1.1. DEFINICION. El término en el momento actual, designa a un sistema bioldgico
complejo, compuesto por un conjunte de 20 proteinas plasméticas y por protefnas de
membrana con funcién de receptores para los componentes de complemento o sus
fragmentos de protedlisis limitada. La naturaleza quimica de estos componentes
corresponde a las glicoproteinas ( 19 ).

2.1.2, DESCRIPCION Y NATURALEZA DE SUS COMPONENTES
(NOMENCLATURA).E| sistema del complemento es un sistema de proteinas del
plasma que se ha dividido en dos vias, una clésica y otra altqrna.

VIA CLASICA - Las nusve protelnas de la via clésica del Complemento se designan
por una letra C seguida de un nimero Ct, C2, ca, C4, C5, C6, C7, C8, C9, los
ndmeros finalmente siguen el orden de accién de los componentss con excepcién
del C4 que actiia antes de C2 y C3.

VIA ALTERNA.- Los componentes que actGan solemente en la via alterna se
designan por letras: Factor B, Factor D, Properdina,Factor H, Factor | y aquellas
protelnas asocladas con la via alterna como el €3, conservan su nomenclatura (1).
2.1.3, INHIBIDORES E INACTIVADORES.

Las protelnas reguladoras se designan por un titulo descriptivo (proteinas de unién
de C4), C1 Inhibidor (C1INH). Los componentes Unicos complejos multicomponentes

que estdn activados enziméticamente se designan con una barra sobre el



companents en cuestién ej. Cir (2). Las moléculas que han perdido la actividad a
través de la desnaturalizacién quimica o por seccién de la protelina se designan
usualmente con el prefijo fo'rmado por la letra i (e}, iG3).

Los fragmentos y subunidades de los varios componentes se designan por un sufijo
en letra mindscula (g]. C3b) (2).

2.1.4. FUNCIONES DEL COMPLEMENTO.

Un buen nimero de los componentes plasméticos funcionan como enzimas “en
cascada" con amplificacion pfogresiva de la reaccion; mientras que otras; al unirse
entre si, pasan de la fase flulda del plasma al seno de la membrana celular,

modificando su fisiologla y favoreciendo 1a lisis celular por un mecanismo osmético

{1). En el praceso de la activacién, la accién enzimética sobre una proteina produce

fragmentos de tamario variable que, al unirse a receptores celulares especificos,
modulan la actividad celular induciendo: degranulacién y liberacién de sustancias
formadas; movilizacién celular; y éaxnbios en el metabolismo oxidativo. Todas estas
acclones se traducen en opsonizacin, quimiotaxis, cambios en |a- permeabitidad
vascular y, citotoxicidad; de manera que el C se integra como uno més de los
mecanismos de inflamacién y defensé (1)

© 2,1.5. MECANISMOS DE ACT[VACION Y REGULACION.

En su fase plasmética el C reacciona a través de dos vias de activacién: la cléslcé y
la alterna, que comparten un mer;anismo efector: el complejo de ataque a la
membrana (C56789).(1) '

Aunque la activacién del C puede ocurrir en fase flulda, es mucho més eficiente ¥
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significativa en blologfa, si ocurre en una superficie celular o en un agregado
molecular, y es resultadd tanto de la via clésica como de la alterna, de la interaccién
de proteinas de C con activadores inmunes como fragmento Fc de la IgG3, 19G2, 0
1gM, (clésica) o fragmentos F(ab)2 de IgG 6 1gA (alterna); no Inmunes: lipido A,
polianiones, proteina C reactiva y cristales {clasica), 0. polisacéridos de politoxina,
pared bacteriana, célutas tumnorales o eritrocitos (alterna) {4-5). Ambas vias conducen
a la Integracién de complejos enziméticos que prodiucen protedlisis limitada de C3y
C5 nativo, activandose asf estos componentes centrales del sistema. (4)

La activacidn de la via clasica se Iinicia con el reconocimiento de los activadores IgG
o IgM.

La unién de C1'. el primer compbnente de fa cascada a un complejo Ag-Ac inicia la
via; C1 existe en el suero como una macromalécula de 3 subunidades (C1g,C1r,C1s)
juntas en prasencia de calcio (6).

C1q se halla en el susro en asoclacion con dos unldad;'as adicionales: Ciry C1s, que
son formas proenziméticas de cadena tinica de proteasas de serina. Ei C1 se somete
a activacién enzimética para volverse una proteésa de serina acliva. Esta activacion
se asocia con la ruptura de una de las cadenas de Cir y Cls, a cadenas pesadas
y cadenas ligeras.

El C1s tiene mayor especificidad, y es la enzima responsable para la ruptura de C4
y C2.

La unién y activacién de C1, lleva a la generacién de una enzima capaz de

coordinarse y romper una segunda protefna para la cascada: C4.



Este componente se sintetiza a partir de un precursor de cadena Unica (pro 4), y la
estructura de tres cadenas se forma como un evento post-translacional (7 ). En la
interacclén con C1s, la cadena alfa de C4 se rompe con la liberacidn de un pequefio
fragmento, C4a; y el fragmento mayor C4b contiene la cadena alfa prima y continGa
la cascada de C.

En presencia de Mg,"* el C2 se une a C4b, siendo partido por el Cis adyacente y
formando dos fragmentos:C2a y C2b. El C2a permanece asociado a C4b para
continuar la cascada. A este nivel, el mecanismo de regulacion implica C1INH que
forma un complejo covalente con Cis, bloqueando esf la activacién de C4 y C2.
Tamblén retarda la activacion de Cir. El complejo G2adb tiene nueva actividad
enzimética, capaz de romper C3, E! sitio de actividad enzimética reside en la porcién
C2a de la motécula. El C2b permanece como parte del complejo actuando como el
sitio de unién de C4b. C4b pueds ser degradado a Cdc y C4g por accitn del factor
| cuando se asocian cofactores aproplados. La actividad de esta enzima esta
controlada por requerimientos conformacionales de sustrato (C3b y C4b) mediadas
por cofactores esenciales (Factor H) antes de la exposicién del sitio para la actividad
enzimética o ruptura enzimética. »

El C4b, en el complejo, une la motécula de C3 y la hace accesible ala ruptura por
C2a.

El complejo C4b2a, llamado clésicamente convertasa de la via clésica, es labil y '
répidamente tiene una calda con la liberacién fisica da C2a como un fragmento

inactivo enziméticaments.



El C4b que queda en la superficie antigénica puede unir otra molécula de C2, el cual
con la ruptura por C1 nusvamente formara la convertasa de C3. La accidn de C2a4db,
sobre C3, implica su ruptura en dos fragmentos C3a y C3b. Los fragmentos C3b se
filan en sitios especificos de la membrana celular, y algunos cercanos al complejo
C4b2a lo cambian a C4b2aCab modificando la accidn enzimética de C2a, que ahora,
acta sobre C5, por lo que recibe el nombre de C5 convertasa. C3b une C5 al
complejo, y lo presenta a la accién proteclitica de C4b2a con gensracién de C5a y
C5b. Csb tiene 1a capacidad de interaccién no enzimética con otras proteinas para
generar el complsjo multimolecular de ataque a la membrana.(6)

La regulacién de los productos de C3 se lleva a cabo por medio de la C3bl que
degrada la cadena alfa de C3b inhibiendo su participacién en la formacién de la
convertasa, y en la adherencia inmune. E! factor H es un cofactor necesario para la
inactivacion de C3b por el factor 1 (3).

El factor H lleva a cabo su funcién de regulacion, él disminuir la actividad de la
convertasa de C3. Esto se logra por competicién con B y Bb por la unién de C3b,
inhiblendo  por tanto la formacién de la convertasa y acelerando la calda de los
complejos de convertasa existentes.(7)

Hay proteinas importantes para el inicio, y contral, de la via alterna. Estos son : factor
B, factor D, properdina y C3 por sf mismo (18). .
Elfactor D es una glicoproteina de cadena tnica y, su baja concentracién lo hace que
tenga limitado el ensamblaje de la convertasa C3 de Ia via alterna: C3bBb. El factor

B, no tiene actividad en sustrato natural, hasta que se une a C3b. Asl, es capaz de



expresar su actividad proteolitica sélo despuss de la exposicidn en un sitio sobre el
factor B y su interaccion con C3b.(18)

La properdina tiene dos formas: properdina nativa (nP} y activa (P); la properdina
nativa puede unirse a convenasé de C3 de la via alterna (C3bBD), pero no puede
unirse a C3b solo. Su funcién en estas circunstancias es reducir el indice de calda
de convertasa, y asi promover la activacién de la via alterna.

La properdina activa puede ademds unirse a C3b en partfculas en la fase fluida, en

ausencia de factor B, y promover después el ensamblaje de C3bBb (20).

La via alterna se Inicia por fa accidn de anticuerpos IgG o IgA en su fragmanto F(ab),.
El paso Inicia! involucra a la molécula C3 nativa que al romperse expone un enlace
tiodster en C3b, esencial para la inactivacién de ésta via, y sitio de unién conla via
clasica a través de un sistema de retroalimentacién positiva al generarse C3b por
accién de proteasas, ya que es una molécula labil y la hidrlisis del enlace produce
una molécula de C3(H,0), conformacionalmente similar a C3b.

Sea C3b o su molécula similar, se permite la unién con una enzima, el factor B, y
sobre éste actlia el factor D, (enzima proteolitica que rompe al B en dos fragmentos
Ba y Bb). El fragmento Bb es una enzima que permanece unida a C3b, formando la
primera convertasa de C3 de la via alterna: C3bBb. Esta convertasa rompe a C3,
generando C3ay C3b, con retroalimentacién positiva. Los mecanismos de regulacién
son los que implican a e! factor H y el factor 1.(20)

Liegadas a este punto, las dos vias, clésica y alterna convergen y hay una via comun

que se Inicia, sin acciones enziméticas a nivel de C5b que se une a C8 y forma un’



complejo estable C5bCB. Al unirse C7 se iniclaun cambio anfifilico y hay una afinidad
transitoria de C8bC6C7 por ia capa bilipidica de la membrana, unida por C7.(6)
Al unirse una molécula mas, C8, se logra una accidn  catalitica sobre multiples
moléculas de C9 y la formacidén de una estructura tubular formada por 12 o 18
moléculas de C9 (poli 9). Esta estructura de unos 10nm de didmetro internoy 20nm
de didmetro externo produce cambios muy Importantes en las propiedades de la
membrana semipermeable,con canales funcionales en la bicapa de lipidos, con lisis
osmética final (12). (Diagrama No. 1)
2.2. RECEPTORES CELULARES:
El descubrimiento de los receptores celulares se acredita a Nelson en 1950, quién,
demostré que la fagocitosis neutrofica de Treponema pallidum y Streptococus
pneumoniae sensibilizados con anticuerpo y complemento, eran més  eficientes en
la presencia de eritrocitos humanos ( 8 ). Este aumento fagocitario supuso, que
ocurrfa debido & que las bacterias recubiertas con coﬁplemento, s8 inmovilizaban en
la superficie de las células rojas y que por !o tanto se enguliian méas faciimente. De
manera final, esta unién de bacterias a eritrocitos se vefa, que ocurria debldo a la
interaccién det organismo que lievaba C3b con un receptor especifico para C3b en
los éritrocitos, un fenémeno llamado adherencia inmune ( 8 ).

. 2.2,1. CR-1
Receptor para C3b, mediador de adherencia inmune y opsonizacidn. Presente en

eritrocitos humanos, polimorfonucleares, monocitos, linfocitos T, células asesinas,
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mastocitos, podocitos del epitelio glomerular y células  dendriticas de centros |
germinales (9). -

La glicoproteina receptora para C3b aislada se hafla en una serie de formas
polimérficas determinadas genéticamente, que varfan de tamario, de 190 a 280 kd.
Su configuracién en la membrana celular de desconoce, aunque se sugiere existe en
la forma de un hexamero o pentdmero. El receptor de C3b a fin de distinguirlo de
sus receptores de membrana para fragmentos de C3, se llama CR-1. Hay de 300 a
1000 CR-1 en cada eritrocito; de 3000 a 5000 CR-1 por cada célula linfocitaria y, se
determina por la uni6n de anticuerpos especificos anti - receptores. Este une C3b con
mayor afinidad que a C3 nativo; Asf que, la interaccién de una partfcula recublerta
con C3b no se bloqusa por CSv libre en el susro, permitiendo que e! C3b jusgue un
papel importante en el proceso fagocitico y el catabolismo de los complejos inmunes
(10). La unién de un blanco recublerto con C3b, al CR-1, no induce por sl mismo, a
un fagocito en receso a la fagocitosis. Una segunr:la sefal que generalrr’lente se
raquiere para iniciar el proceso fagochico, puede estar dada por algunas moléculas
de 1gG: unidas al blanco, que interactian con los receptores Fc de la 1gG en la
mambrana celular.

Ademés de su papel en la fagocitosis, el CR-1 juega un papel critico en la via de
degradacion de C3 al unirse C3b a CR-1, ya que se vuelve accesible a la accién del
factor 1; sin embargo, ésta interaccién no es con el fragmento iC3d sino con C3dg.
El CR-1 facllita la degradacion de C4 por el lacto.r I, llevando a fa formacién de un

fragmento de ruptura C4d a la superficie blanco (9).
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El C3b interacta con células adyacentes con receptores de C3b y, el grupo de
receptores de CR-1 en circulacidn esta en los eritracitos. La interaccién lleva a una
remocién efectiva del complgjo inmune, a partir del plasma por absorcién a la
superficie eritrocitaria y los complejos no pueden difundir mas. (Fig. 2).
2.2.2. FUNCIONES DE LOS RECEPTORES CELULARES.
Los componentes def complemento al unirse a sus receptores, disparan una serie de

- respuestas bioquimicas complejas dentro de la célula. Algunos fragmentoé como:
C3b, iC3b y C3dg al unirse a su receptor celular, disparan un niimero de respuestas
especificas, como fagocitosis por neutréfilos y macréfagos; o activacion de linfocitos
B (10).
2.3 COMPLEJOS INMUNES
2.3.1. DEFINICION. Son atigenos c!rbulantes libres que forman complejos con los
anticuerpos circulantes éspeclﬁcos; y que son capaces de ﬁ]a; complemento.
Hay factores que determinan el tamario del Cl, incluldas las caracteristicas del
antigeno y del anticuerpo, el radio de los mismos; y las caracteristicas del medio de
reaccién (11).

) 2.3.2, FORMACION Y ELIMINACION DE COMPLEJOS INMUNES
Los any!genos presentan mlltiples sitios antigénicos, mientras que los anticuerpos
tienen al menos dos sitios de recepcién para el antfganoi con esto es posible
construir un nimero infinito de uniones Ag-Ac. La precipitacién lnméa“uatg es debldo
a la interacci6n con la porcién Fe. Las interacclones Fe-Fe explican la agregacitn

inmediata de los complejos en estado de: exceso de anticuerpos, equivalencia o
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exceso de antigenos, enfatizando esta Interacclén, las  modificaciones que el
complemento puede ejercer sobre los Cl.

La eliminacién de los Ci involucra a receptores CR-1 para complemento, slendo su
mayor adhesién con el fragmento C3b.

Los CI-C3b unidos a los eritrocitos son levados por la circulacién hasta el higado,
donde son despegados de los eritrocitos por los macréfagos det sinusoide hepético
(12). Los eritracitas ahora libres de complsjos inmunes, regresan a la circulacién
donde continuan circulando con una vida media normal, aunque de manera
interesante parecen perder clertos receptores CR-1durante este proceso. Este mismo
fenémeno se ha visto en aquelios estados patol6gices asociados con la presencia de
altos niveles de complejos Inmunes circulantes (CIC), y que se caracterizan por

prosentar eritrocitos circulantes con bajo niimero de CR-1 (13).

Bajo condiciones normales, éste es el mecanismo de remocién de Cl; sin embargo,
esta eliminacién de Cl puede fallar por varias razones:

1.- Disminucion del complemento.

2.- Alternaci6n en tas Inmunoglobulinas que fijan complemento, 6

3.- Deplesion, deficiencia u ocupacién de CR-1 (13).
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2.3.3. CONSECUENCIAS ADVERSAS DE LA FORMACION DE COMPLEJOS
INMUNES

(c).

2.3.3.1. HIPERSENSIBILIDAD.

DEFINICION, Sensibilidad exagerada; estado anafilactico o alérgico en el qus el
organismo reacciona a los egentes extrarios més enérgicamente que de ordinario (
5).

2.3.3.2, HIPERSENSIBILIDAD TIPO HI O MEDIADA POR COMPLEJOS INMUNES.
En la enfermedad local por Cl, la lesién ocurre como resultado de la localizacién de
los inmunocomplejos sobre las suberﬁcies colulares o tejidos. El complemento se fija
ala pared de lcs vasos sanguineos; seguido por un infiujo de  polimorfonucleares,
neutréfilos y mas tarde células mononucleares; la interaccion de las células
fagocitarias con los complejos inmunitarios libera enzimas lisosémicas que lssionan
el tejido adyacente (5).

La estructura de los complejos depende de varlos factores; la proporcion entre el Ag
y el Ac; las valencias del antigeno y anticuerpo; la avidez de los Acy la participacién
de ofros componentes de!l suero como el wmpleﬁento. . Los cambios en
cualesquiera de estos factores pueden alterar la composicién de un complejo y
afectar su capecidad para inducir lesién inmunitaria (13).

La secuencia de acontecimientos en ias lesiones sistémicas por inmunocomplejos,
es similar a la que se observa en la enfermedad localizada por C\. El dep6sito de los

complejos circulantes en las paredes de los vasos sanguineos al parecer requieren
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de un aumento de la permeabilidad vascular.

En parte esto puede llevarse a cabo por la liberacion de aminas vasoactivas, por las
plaquetas o por los basdfilos activados por IgE.

Una vez alojados los complejos inmunes en los vasos sanguineos: se activa el C', se
liberan factores  quimiotacticos, y los  polimorfonucleares liberan  enzimas
lisosdmicas. Estas, lesionan las paredes de los vasos, y se producen hemorragias,
oclusién y cambios Isquémicos er; el tefido (14).

El depédsito de los complejos en las paredes de los vasos se aumenta por el
incremento de la presion hidrostética y por la turbulencia del fiujo circulatorio.

En el LES los complejos DNA-antiDNA se correlacionan bien con 1a enfermedad. En
esta enfermedad tamblén se encuentran diversos complejos incluyendo aquellos que

involucran a otros Ag nucleares o citoplasméticos. Los complsjos Ag-Ac de la

‘hepatitis B se han implicado en la patogenia de algunos de los casos de polierteritis

nodosa y crioglobutinemia mixta; - mientras que los antigenos de microorganismas
infectantes se han encontrado en fos inmunocomplejos de pacientes con vasculitis

y paludismo (15).
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CAPITULO IIi
3.1 DIAGRAMA EXPERIMENTAL.

3.1.1. DIAGRAMA DE ESTABLEGIMIENTO DEL METODO
(MODIFICACION DEL METODO DE NELSON)

DETERMINACION DE CR-1

CONTROL DE CALIDAD

Medir el CH50%

" Estudio de Ac irre- > Suero AB fresco, congelado
gulares antieritro- j (fuente de Complemento)
cito.

Zimosan (activador de C')
Verificar la
generacion de C3b
or Contrainmunoe-
ectroforesis.

Incubar 80 min; 87°C

v

Adicionar glébulos rojos problema

Pureza por inmunoe-
lectroforesis y titu-

lacién. Ajuste del ti- " Incubar 30 min; 37°C
tulo entre 1:64 y 1:28,

utilizando glébulos ro~ » Anti C3

jos opsonizados con X
Complemento.. Incubar 10 min; 37°C

.Centrifugar y leer aglutinacién



3.1.2. DIAGRAMA DE ESTABLECIMIENTO DE VALORES DE REFERENCIA.

Poblacién que puede

entrar al estudio con Obtencién de glébulos
rojos en donadores al-
truistas del banco de
sangre del Instituo Na-
cional de Cardiologia.

l

Conservaciéon en soluciéon
de Alsevers, y refrigera-
cién (4-8 C), hasta por
72 horas.

l

DETERMINACION DE CR-1

l

Anotacion de resultados
y estudio estadistico:

{Media, D.S., general; y
por sexo y edad)

fos criterios de inclusién
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3.1.3. CUANTIFICACION DE CR-1 EN PACIENTES.

Obtener glébulos rojos
de pacientes del Instituto
Nacional de Cardiologia. #———————— Criterios de Inclusion.

Conservacion en solucion de
Alsevers y refregeracion de
(4-8°C) hasta por 72 horas

DETERMINACION DE CR-1

Anotacién de resultados y
/ Estudio estadistico. \
Media, D.S.; generaies Media, D.S. por padecimientos
por sexo y edad. l
Comparacion estadistica Comparacion estadistica contra
contra la poblacién sana

(T-student) \ ) /la poblacién sana e integrupal.

CONCLUSIONES



3.2, MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPO

3.2.1. MATERIAL BIOL.OGICO

DONADORES.- Se les tomé una musstra de sangre, por venopuncién en condiciones
estériles, y se le mantuvo en solucién de Alsevers por 72 hrs.

La seleccidn de donadores se hizo de acuerdo a los siguientes criterios de inclusién:

Tensién arterial: 80-120 mmHg + 10

Peso: mas de 50 kg. Convulslones: No

Digbetes: No Drogadiccion: No

Sffilis: No Alergia: No

Hepatitis: No Vacunacion reciente: No
Ictericia: No Productos con E.H.R.N.: No

Medicacién reciente: No.

Brucelosis: No activa y los tftulos menos a 1:80

Nimero de embarazos: No embarazo, no lactando. FUP més de 1 afio.
Transfucion reciente: No en los Ultimos 6 meses.

Hemoglobina: Mujer més de 14 g/dl; Hombres 14.5 g/dl.

Sin datos evidentes de homosexualidad, bisexualidad, ni de otra condicidn de alto
rlesgo para SIDA.

Sefias partfculares tatugjes: No, en hombres no perforacidn de orejas.
PACIENTES:Ss les tomé una musstra de sangre por venopuncidn en condiciones
estériles, y se lo mantuvo en solucién de Alsevers por 72 hrs. En éstos no se

consideraron criterios de inclusién; fué un grupo de pacientes con diversas
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enfermedades autoinmunes y cardiovasculares que incluyeron Lupus Eritematoso
Sistémico, Artritis Reumatoide, Cardiopatfa Congénita Acianogena, Hipertensién Arterial
Sistémica, Cardiopatfa Reumética Inactiva, Endocarditis Infecciosa y un grupo da
misceléneos  previamente diagnosticadas, sin tomar en cuenta si estaba la
enfermedad activa 0 no, o si estaban bajo tratamiento.

3.2.2. MATERIAL DE LABORATORIO:

Filtros y membranas Milipore 45um

Matraces Edenmeyer 125, 250 ml

Pipeta automética y puntas (Gibson)

Pipetas serolégicas 1, 5, 10 ml

Tubos de ensaye 12 X 75, 13 X 150 mm

Vasos de precipitados 50, 100, 250 ml

Agitador automético oscilatorio

Balanza analitica (Sartorius)

Balanza granataria (Sartorlus)

Bario de agua terrﬁ;nrregulable ( Precision Scientific CO.)

Autoclave (AMSCO Cyclomatic Control) »

Liofitizadora (Uni-Trap Virtis) )

Cémara para electroforesis horizontal (Semi-Microelectrophoresis Chamber Gelman)
Fuente de poder (GELMAN)

Centrifuga refrigerada (Solvat)

Congeladora -70°C (REVCO)
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Dilutor automético (Cooke Laboratory Dynatach)

Estufa termorreg.ulable (Precision Scientific CO.)

3.2.3. REACTIVOS.

- Suero humano normal AB.- tomar una mussira de sangre, AB separar y obtener el
suero, al cual congelar a -70°C, A una alicuota determinar CHS0, y practicar la prueba
de anticuerpos irregulares antieritrocito.

- Suero Anti C3 humano en chivo.- Obtener suero por purificacion después de
inmunizar con C3 humano a un chivo. Para comprobar que es monoespecifico,
practicarle una inmunoslectroforesis, y titular. Guardar en alicuotas en referigeracion.
- Zymosan.- Preparar con Yeast, y hacer una suspensién en amortiguador
barbital-veronal-gelatina, a pH 7.3, a una concentracion final de 1mg/ml.

- Solucién de Alsevers

- Amoniguédor barbital-veronal-gelatina pH 7.3 (GVB)

- Amortiguador barbital-veronal-gelatina-EDTA pH 7.3 (GVB-EDTA)

- Amonlguédor barbital-veronal-gelatina-albimina 0.2% pH 7.3 (SAVB).

- Amortiguador barbital pH 8.6 para contrainmunoelectroforesis, con una fuerza iénica
de 0.05

- Amortiguador de barbituratos pH 8.2 para lnrhunoeleclroforesis. con una fuérza
iénica de 0.05.

- Solucién salina fisiolégica 0.9%

3.2.4. PREPARACIQN DE REACTIVOS.

Amortiguador de barbituratcs pH 8.2 para Inmunoelectroforesls.
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Barbital sddico 47.6g.

Agua destilada 3it.

Acldo clorhidrico 1.15 N. 55ml.

Ajustar pH a 8.2 con HCI y llevar a 4265 ml con agua. destilada.
Amortiguador de barbituratos pH 8.6 para contralnmunoelectr&toresls.
Barbitural sédico 21 .66g.

Hidréxldo de sodio 10N. 10.16ml.

Agua destilada 21t.

Ajustar pH a 8.6

Amortiguador barbital-veronal-gelatina pH 7.3 (GVB).
Cloruro de sodio 85g.

Dietil barbiturato de sodio 3.25g.

Acldo diétil barbitdrico 5‘729.'

Agua destilada 1800mi,

Gelatina 2g.

Cloruro de calcio 0.3M 5ml.

Cloruro dq magnesio 1.0M 5ml.

Ajustar pH a 7.3, aforar a 3it.

Para uso diluir 1:5 corn agua dsstilada.

Solucién Alsevers.

Acido cftrico 1.10g.

Citrato de sodio 1.60g.



Dextrosa 4.10g.

Cloruro de sodio 0.84g.

Ajustar pH a 6.1 y aforar a 200 ml.

GVB-EDTA

Stock GVB 20 mil.

EDTA 0.2M 20 ml.

Agua destilada 60m\.

SAVB

Stock GVB 20 ml.

Agua destilada 80ml.

Albdmina sérica bovina 0.1g.

3.3. METODOLOGIA

3.3.1. FUNDAMENTO DE LA DETERMINACION DE CR-1: La fraccién C3 de
complemento, y en particular C3b, es la prinéipal protéfna opsonizante de la cascada
del complemento. Su interaccién con !as células se sfectiia a través de receptores,
entre ellos CR-1. Esta interaccién se cuantifica al promover la aglutinacién de los
glébulos rojos opsonizados en presencia de anti - C3b. La cantidad de aglutinado
serd proporcional a la cantidad de C3b pegado.

3.3.2. TECNICA:

Preparar y rotular una serle de 8 tubos de ensaye de 10 X 76 mm

Agregar, a partir del 2do tubo, 50 ul de SAVB.

Al 10. y 2do tubo afiadir 50 ul de suero humano AB
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Tomar 50 ul de! 2do tubo y pasar al 30 , y asl sucesivamente.
Agregar a todos los tubos 50 ul de zymosan. Mezclar @ incubar a 37°C par 30min,
Afadir a cada tubo 50 ul de glbbulos rojos problema o control al 2%.
Mezclar 8 incubar a 37°C por 30min.

Centrifugar y lavar con SAVB.

Ariadir 50 ul de anti C3 humano. Mezclar e incubar a 37°C por 10min.
Centrifugar a 3000 rpm por 10 min. Leer aglutinacion.

CONTROL POSITIVO:

Preparar y rotular una serie de 8 tubos de ensaye de 10 X 75 min.
Agregar, a partir def 2do tubo, 50 ul de SAVB

Al 10y 2do tubo afiadir 50 ul de suero AB.

Tomar 50 ul del 2do y pasar al 30, y asf sucesivamente.

Agreger a todos los tubos 50 ul ds zymosan. Mezclar e incubar a 37°C por 30min.
Afiadir a cada tubo 50 ui de glébulos rojos al 2% opsonizados

con complemento. Mezclar & Incubar a 37°C por 10min.

Caentrifugar a 3000 rpm por 10 min. Leer aglutinaclén.

CONTROL NEGATIVO:

Preparar y rotular una serie de 8 tubos de ensaye de 10 X 75 min,
Agregar, a partlr del 2do tubo, 50 ul de SAVB

Agregar a cada tubo 50 ul de gl6buios rojos normales al 2%.

Mezclar e incubar a 37°C por 30min

Adiedlr 50 ul de anti C3 humano. Mezclar e incubar a 37°C por 10min.,
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Centrifugar a 3000 rpm por 10 min. Leer, ag)_uﬁnaclén.

CONTROL DE ANTI C3 HUMANO:

Control positivo;

Suero anti C3 humano diluido 1:64 més eritrocitos  sensibllizados con complemento,
AGLUTINACION

Control negativo:

Suero anti G3 humano diluido 1:64 més eritrocitos no  sensibifizados “con

complemento. NO AGLUTINACION

INTERPRETACION:
Reportar el Gitimo tubo que de aglutinacién de + +.

Expesar el titulo por puntos,

Titulo Puntaje
1 10
2 20
4 30
8 40
16 50
32 60
64 70
128 80

28



CAPITULO iV
RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1, RESULTADOS:

Se formaron dos grupos de estudlo uno de donadores normales y otro de pacientes
det Instituto Nacional de Cardiologla “Ignacio Chéavez",

El primero se estudio para et establéclmiento de los valores de referencia, dado qus
no existen en la literatura.

£l segundo es un grupo heteragéneo que comprende pacisntes con diversas
enfermedades autoinmunes o relacionadas, y qus sdlo tienen en comin la base
inmunoiégica (gréﬁca ).

A cada uno de estos grupos se ies cuantificd CR-1, Para esta técnica se emples un

método indirecto.

E! grupo normal consté de 73 donadores altruistas (65.75% hombres y 34.25%
mujeres) cuyas edades fluctuaron entrs 18 y 45 afos (Gréficas If, il y V). Esta
poblacién se estudié globalmente y ademés por sexo y édad obteniéndose los
Aslguiantes resultados: (Cuadro No. I).

£l grupo problema fué manejado de forma similar, pero se incluy un andlisis extra
donde se toma como variable el padecimienta de bass.

Los resultados se detallan en cuadro i, Gréficas V, Viy Vil
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' VALORES DE CR-1EN
48 HOMBRES SANOS
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CUADRO No. |

POBLACION NORMAL

Puntaje / Edad

SEXO n X DS Sesgo | Kurtosis r

Masc. | 48(65%) | 69.2/289 |5.4/66 |-0.1/0.4 |3.4/26 |0.084

Fem. | 25(35%) | 69.2/28.6 | 4/7.1 -0.7/0.6 5.9/2.4 | 0.02

TOTAL | 73(100%) ) 69.2/28.8 | 4.9/6.7 0.2/0.4 |39/25 {00

n= nimero
x= media
DS= desviacion standar

r= correlacion
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CUADRO No. It

POBLACION ENFERMA

Puntaje / Edad.

Sexo n X DS Sesgo | Kurlosis r
Fem. 43 502/358 | 228/16.2 | 0.6/08 | 21/29 | -0.297
Masc. 28 59.3/35.7 { 16.5/14.4 | -0.8/0.6 29/29 | 0141
TOTAL | 71(100%) | 53.8/35.8 | 209/15 | -0.8/0.7 | 26/28 | 0.004
n= nimero
x= media

DS = desviacion standar

r= correlacién
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CUADRO No. i1l

Comparaclén de los puntajes medios de cada subpoblacién entre sf.

DMvs, DF | t=0,027 | p(t>2.64/71g}}=0.01 NS
PMvs.PF | t=1.66 | p{t>2.64/69g})=0.01 NS

DFvs.PM | t=29 pt>2.67/51g)=0.01 Signif.
DMvs, PM | t=38 p(t>2.64/76g))=0.01 Signif.
DFvs. PF | t=47 p(t>2.65/669])=0.01 Signif.
DSvs.P | t=602 | p(t>2.61/142g)=0.01 Signif.
DMyvs. PF | t=6.3 p(t>2.63/89g1)=0.01 Signif.

DS= donadores sanos

DM= donadores masculinos

DF = donadores femeninos

P= total de pacientes

PM= paclentes masculinos

PF= paclentes femeninos

NS= no significativo
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CUADRO No. IV

Comparacién de fos puntajes medios de cada patologfa vs. donadores.

CRl |t=063 | p(t>2.63/85¢)=0.01 NS
CCA | t=3.44 | p(t>264/77g)=001 signf.
HAS | t=3.44 | pt>2.64/77g)=001 Signit.
MISC | t=2.21 | p(t>2.63/82g)=0.01 NS

LES |t=12.78 | p(t>2.62/87g)=0.01 Signif.
AR |[t=7.38 | p(t>2.63/84g))=0.01 Signi.
B |t=50 p(t>2.64/74g))=0.01 Signif.

CRI= Cardiopatfa Reurnética Inactiva.
CCA= Cardiopatia Congénita Aciangena.
HAS= Hipertension Arterial Sistémica.
MISC= Miscelaneos.

LES= Lupus Eritematoso Sistémico.

AR=  Artritis Reumatoide.

El= Endocarditis Infscciosa.

NS=No Significativo.
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4.2. DISCUSION

En el presente trabajo de tesis se persiguieron primordialmente dos objetivos: 1) et
desarrollo y evaluacion de una técnica capaz de cuantificar la densidad eritrocitaria de
receptores CR-1, y; 2) la aplicacién de dicha técnica como medio de diagnéstico
diferencial para aquellas enfermedades autoinmunes, donde muchas de las secuelas
se deben al manejo defectuoso de los complejos inmunes.

Para la consecucién del primer objetivo, se implementé una técnica inmunoldgica
basada en las pruebas de la antiglobulina humana indirecta y de fijacién de
complemento.

Los reactivos empleados fueron preparados y normalizados tal como se indica en el
apartado corraspondiente, y probada su reactividad y especificidad para asegurar la
reproducibilidad de la técnica.

1.- El suero humano normal AB, usado como fuente de complemento tuvo un CH50%
de 160 Us, lo cual aseguré una concentracién Gptima de complemento, para la
generacién de C3b, durante la reaccién. Asf mismo, la biisqueda de anticuerpos
irregulares antieritrocito (que pudieran intervenir en la formacién de aglutinados con
las células problema) fué negativa.

2.- El suero de chivo anti C3 humano fué titulado, obteniéndose un titulo de
1:64/1:128. Su especificidad se probd por contrainmunoelectroforesis contra suero
humano normal con y sin activacién con zymosan. Los corrimientos electroforéticos '
sélo mostraron la banda C3-anti C3. '

3.- Todos los demds reactivos fueron obtenidos comercialmente habiéndoseles
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sometido exclusivamente al control de calidad respectivo.‘

La evaluacién de la técnica se hizo empleando para sllo una poblacién de donadores
de sangre, tomados al azar y que cubrian los requisitos solicitados por la Secretaria
de Salud en el reglamento correspondiente al manejo de Banco de Sangre.

La muestra const6 de 73 donadores altruistas: 48 hombres (65%) y 25 mujeres (35%).
Con una edad que fluctud entre 18 y 45 afios, con una media de 28.9+ 6.6y 28,74
7.2 afos, respectivamente.

A cada sujeto se Is cuantificd la densidad eritrocitaria de CR-1 con la técnica descrita,
tomando como punto final de la titulacidn la (Mima dilucién que presentara una

aglutinacién de ++. Se registrd este valor y se le asignd el puntaje correspondiente.

De acuerdo a los resultados de ia poblacién normal, se observa que los valores
encontrados para CR-1 se encuentran entre 65 y 75, siendo la dispersién muy baja,
tal como se demuestra por el sesgo encontrado; sin .embargo cuando se analiza de
acuerdo al sexo, se nota que las muleres tienden a tener valores menores aunque
estos no bajan mucho, concentrandose alrededor de la media tal como lo demuestra
la kurtosis encontrada. En esta misma poblacién se buscd sl la densidad eritrocitaria
de CR-1 estaba influfda por la edad, lo cual se niega apoyandonos en los valores del
cosficiente de correlacién que son cercanos a cero, ‘

Con los datos encontrados para esta poblacién, se puede entonces proponer que
éstos pueden servir como valores de referencia; cumpliéndose asf uno de los objetivos

de esta tesis.
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Estos valores a los que se hace referencia quedan entonces de la siguiente manera:

VN=x+2DS =70 10
Se considera este valor como valido para toda a poblacién normal dado que no existe
diferencia entre hombres y mujeres.
( ver cuadro No.lli: DM Vs DF )
De acuerdo al cuadro No. Ii se observa que 10s valores encontrados para la poblacién
enferma, en general, son més bajos que en la pablacién normal; sin embargo, a
diferencia de esta Ultima la dispersion de los valores es més alta, pero tienden hacia
los valores bajos. Por otro lado esta dispersién no se concentra en algun valor en
particular (dispersién plana) tal como lo demuestran las kurtosis.
Cuando esta poblacién se analiza por sexo se nota que las mujeres tienden a tener
valores més bajos que los hombres; sin embargo, estadisticamente no existe
diferencla alguna ( una prbbable explicacién a esto puede deberse a la cantidad de
muleres estudiadas comparativamente al ndmero.de hombres ). Por otro lado llama
la atencidn que la correlacién existente entre densidad CR-1 y edad sea més alta (o
més baja ) que la poblacién normal, asf se tiene que para la poblacién masculina la
correlacion es positiva y para la poblaclén femenina es negativa, indicando esto que
la mujer s més susceptible a presentar valores menores conforme aumenta su edad.
No sabemos si este hallazgo sea 0 no una consecuencia directa de la mayor
susceptibilidad de la mujer a los padecimientos autolnmunes, o si sea consecuencia

de la fisiologfa de la mujer ( estimulo hormonal ), aunque esto Gitimo sea menos
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factible ya que no se observa en la poblacién femenina normal.

Como se dijo en un principio, el grupo de pacientes es un grupo muy heterogéneo,
dado que comprende a pacientes con difsrentes enfermedades autoinmunes o
enfermedades relacionadas a éstas. Esta caracteristica nos hizo entonces subagrupar
por enfermedad y comparar cada subgrupo, contra el grupo normal. Los resultados
se encuentran en el cuadro No. IV donde resalta que aquellos padecimientos sin base
inmunol6gica, o que teniendo una base inmunoldgica, pero que se encuentran
inactivos, no presentan una disminucién de sus receptores CR-1, a diferencia de los
demés subgrupos.

Liama también la atencién que uno de los subgrupos, especficamente HAS, presenta’
valores bajos aun cuando no sea una enfermedad Inmunolégica sino més bien un

Sindrome que pudiera ester asoclado a otra patologfa inmunolégica.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES
De acuerdo con los resultados obtenidos se concluye que la técnica es reproducible
y confiable.
Se logra demostrar la disminucién en el nimero de receptores CR-1 en pacientes con
enfermedades inmunolégicas (LES, AR), asi como en el grupo de hibenensos. la
disminucién sugiere asociacion con fenémenos inmunolbgicos en la etiologfa de la
hlpertens'ién de estos casos; existiendo asi una relacién entre la presencia de
enfermedad inmunolégica y el descenso en el nimero de receptar CR-1.
La relacién es inversa en cuanto al nimero de receptores CR-1y el grado de actividad
. de la enfermedad inmunalégica.
Siendo el sexo femenino parte del perfil clfnico de algunas de las enfermedades
estudiadas, la disminucién de receptores CR-1 plantea la posibilidad de su
participacién como factor predisponente del dgsorden inmunolégico.
La edad no parece ser factor importante en la disminucién de receptor CR-1, ya que

sélo se encuentra en la poblacién enferma.
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