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CAPITULO 

INTRODUCCION 

El servicio denominado "Banco de Sangre", ya no debe concebirse 11!!_ 

lamente como un ºestablecimiento en el que se obtiene• conserva y suminis

tra sangre humanaº. Actualmente, este servicio es complejo y está ligado 

a una serie de actividades imprescindibles para su funcionamiento: activi

dades de orden social, económico y cient!fico-técnico. Estas últimas inv~ 

lucran la labor del laboratorio, el cual, frecuentemente afronta serios -

problemas, uno de ellos, sin duda el más serio, es el de no poder propor--

clonar sangre en el momento oportuno, ni en la cantidad adecuada, a pacie!!. 

tes con problemas de tipo inmunohematológico. Problemas, que por otro l!!, 

do son poco tratados en la literatura nacional, pero vividos regularmente

en un centro de concentración co110 el Banco Central de Sangre del Centro -

Médico Nacional del Instituto Mexicano del Seguro Social (BCS del CKN del 

IMSS) [ 12). 

·En la actualidad, las técnicas quirúrgicas para la terapéutica de 

algunas enfermedades han avanzado tanto, que rara vez el cirujano emplea -

la transfusión de sangre, y si lo hace• emplea sólo una bolsa de 600 ml. , -

como ocurre por ejemplo, en cirugía de colecistectom!a. Esto, y la escasa 

observación de reacciones graves duran'te la transfusión, suscita la duda 

de la utilidad de las pruebas pretransfusionales de compatibilidad, que se 

realizan en el laboratorio de un Banco de Sangre, por lo que es indispens!_ 

ble recordar que: ''aún se informan dos reacciones hemolíticas por cada --
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diez mil transfusiones". y que el porciento de error en la clasificación -

de los grupos sanguíneos. ha sido m.uy alto (hasta 18 % en algunos l.aborat,2 

rios) [12]. 

Por otro lado, en el servicio del BCS del CMN, IHSS se ha encontr!_ 

do un grupo de pacientes que tienen hasta doce veces más anticuerpos circ..!:!. 

lantea contra erit-,:ocitos, que los individuos de una población testigo. -

Pacientes que sufren de cirrosis, lupus eritemato~o. otros padecimientos -

autoinrnunes y mujeres mult:!paras, son otros tantos grupos donde el hallaz

go de a.nticueTpos irregulares es aleo; obviamente; la omisión de las prue-

has en todos estos casos, producirán accidentes hemolíticos de consecuen--

cias variables para la vida del paciente. [12) 

Las pruebas de compatibilidad se originaron, cuando Landsteiner -

descubrió en 1900, los grupos sanguíneos ABO al encontrar que el suero co.!!. 

tenta anticuerpos antitCticoa a los ant!genos eritrocitarioe. [ 14] 

En las subsiguientes décadas, se hicieron importantes descubrimie!!. 

tos~ como el factor Rho {1940); la técnica de antiglobulina humana o suero 

de Coombs (con lo que se demostró que, los eritrocitos estaban fot"tados 

con anticuerpos "incompletos" anti-Rho, en los casos de eritroblastosis f!, 

~al), [12).; as! como se le dió un mayor impulso a los estudios serológicoe 

postransfueionales, durante y después de la Segunda Guerra Mundial. 

En México, hospitales como el de Enfermedades de la Nutrición, Ca!. 
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diología e Infantil de México, emplearon en esa época (1949), para las ---

pruebas de compatibilidad pretranefusionales, medios salinos y eventualme!!. 

te enzimáticos ( tripsina y papaína)¡ en 19S6, en el Hospital de Enfermed! -

des de la Nutrición ya se intentaban las pruebas de compatibilidad con va-

rias técnicas simultáneamente, en busca de sangre compatible para enfermos 

con antecedentes de reacciones postransfusionales. En esta misma época, el 

Dr. Gastón Novelo, je:fe del Banco de Sangre del Centro Médico La Raza, h!!_

cía la identificación de los antígenos del sistema Rh-Hr y trabajaba en la 

búsqueda de anticuerpos específicos contra este sistema. En 1962, en el -

Banco Central de Sangre del Centro Médico Nacional, se inici6 la integr!

ci6n de la metodología para el estudio de la sangre de los donadores y la -

selección de un grupo de sangre de estructura fenotípica eri troci taria c,e_

nocida (panel), para fines de control de calidad de los sueros hemoclacif'! 

cadores y de la identif'icación de la especif'icidad de los anticuerpos CO!!,

tra eritrocitos en los sueros de pacientes politransfundidos, o con antec! 

dentes de reacciones postransf'usionales atribuidos a anticuerpos. En el -

Banco Central de Sangre, se definió también a nivel de laboratorios de ho!_

pitalea, el empleo simultáneo de tres técnicas para las pruebas cruzadas -

de compatibilidad: el medio salino, con enzimas {bromelina) y de Coombs

(antiglobulina humana). {1.2) 

En le. t.ctualidad, la cantidad de reactivos necesarios en los labo

ratorios de los Bancos de Sangre y Servicios de Transf'usiones, para el es

tudio de donadores y pacientes, se ha incrementado enormemente. 

Además de los reactivos indispensables, como sueros hemoclasif'ica-

dores (anti-A y/o -8 1 anti-O (Rho)), se requiere de células de fenotipo c~-
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nocido (panel), para el estudio de anticuerpos irregulares fuera del sist!_ 

ma ABO (S. ABO). Estas células son conocidas en base a su composición ª!!. 

tigénica, para los principales sistemas de grupos sanguíneos eritrocita-

rios, tales como: sistema ABO, Rh-Hr, MNS, P, Kell-Cellano, Duffy, Kidd, -

Diego, etc., también se utilizan para el control de calidad de loa sueros 

hemoclasificadores, y el con.trol de la antiglobulina humana (suero de ---

Coombs), por lo que se han vuelto herramientas muy útiles en los Bances de 

Sangre y Servicios de Transfusiones. [11, 12] 

El panel de células de fenotipo conocido, es utilizado en la inve!!. 

tigación rutinaria de anticuerpos ir~egulares antieritrocitarios (activos

ª 37ºC) fuera del S. ABO. en los casos de donadores mujeres multíparas, -

y/o politransfundidos que recibieron sangre; dado que el constante est!mu-

lo en los pacientes con elementos sanguíneos (leucocitos, plaquetas, eri--

trocitos, plasma), pueden desencadenar la respuesta inmune con la apar! 

ción de anticuerpos contra ellos. Se emplean también para el estudio de 

la Enfermedad Hemolítica del Recién Nacido (EHRN) por aloinmunización ~

terno-fetal, y para el estudio de las Anemias Hemolíticas auto y aloinmu

nes. [9, 11) (cuadro No. l ) 

Estas células se pueden adquirir en el comercio, sin embargo, por 

ser de importación proceden de individuos de raza blanca, cuya fórmula f.!:_ 

notípica difiere de la presentada por los mestizos mexicanos. Por otro 

lado, presentan otros inconvenientes, tales como, su vigencia (entre 30 a 

35 días) y su alto costo. 
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En el BCS del CMN, IMSS se han empleado en los últimos años, pan!:_-

les de células a una concentración del 50%, lo que implica que el tiempo -

de preparación (lavado y resuapensi6n de células al 5 %) sea prolongado -

con perdida de material biológico, aunque el costo sea bajo. Actualmente,

el BCS del CMN, IMSS envía a 79 laboratorios y Bancos de Sangre de este -

lnsti tuto, este tipo de paneles, lo que totaliza 1534 :frascos cada 45 días. 

Solamente, en el BCS del CMN, IMSS se realizan con estas células, el grupo 

inverso de 5 000 grupos ABO y más de 60 controles de calidad de los react!

vos empleados; y alrededor de 2500 estudios inmunohernatol6gicos mensua! -

mente. 

Por todo esto, y debido a que la células del panel han sido cada -

vez más dif'J:ciles de conseguir (por la escasez de donadores), se requiere 

que la estructuración del panel con células de dif"erentes f'enotipos, sea -

más duradera. Además, el empleo que de estos paneles se ha ido extendiendo 

a todo el sector salud, por lo que se requiere de una mayor producción. Si 

se_ considera que la donación de sangre para estos panel ea es muy espaci!!_

da ( 1 ó 2 veces al año por donador), requiere su tratamiento para lograr 

una mayor duración • 

Uno de dichos tratamientos es, tratar a las células con ácido tán.!_

co o glutaraldehído, para endurecer la membrana del eritrocito (8), media~

te puentes covalentes pero que no alteran su antigenicidad, ni la unión del 

anticuerpo específ"ico, (2); con lo cual se aumenta la sobrevida de los pan~ 

les. 
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El objetivo de este trabajo. es tratar de prolongar la duración de 

los eritrocitos de panel, mediante el empleo de glutaraldeh{do. 

1.1) H I P O T E S 1 S 

El comportamiento de las células, a concentración menor de 50% 1 -

tratadas con glutaraldeh!do, es igual o mejor que el de las células del P.! 

nel que se prepara actualmente a una concentración del 50%. 

CUADRO 11 

UTILIDAD DE ERITROCITOS DE FENOTIPO CONOCIDO EN UN BANCO DE SANGRE 

CELULAS 

1) Al. A2. B, O 

2) Rho (Rlr o R2r) 

Hr (rr) 

3) Otros fenotipos: C, c. E, e, M, 

N, S, a, P, Le, Fy, Jk, etc. 

4) Eritrocitos AGH (Coombs), posi

tivos y negativos. 

NECESIDAD 

Comprobación de la reactividad y e!!_ 

pecificidad de los sueros hemoclasi 

ficadores anti-A y/o B (prueba in-

versa). 

Actividad y reactividad del suero -

anti-D. 

Validación de resultados de tipifi

cación con anti-O. 

Búsqueda e identificación de anti-

cuerpos irregulares. 

Comprobación de actividad del suero 

AGH. 

Validación de resultados de la rea.=. 

ción de Coombs. 



CAPITULO II 

INFORMACION GENERAL SOBRE EL TEMA 

2.1) G E N E R A L I D A D E S DEL PANEL 

Hervy y col. (1977) • mencionaron que de 213 unidades de sangre que 

se cruzaron pera 97 pacientes de cirugía electiva. sólo S de ellas se em--

plearon. Si se hubiera investigado la presencia de anticuerpos en los SU!, 

ros de loe pacientes, con un panel de células. y estas hubieran sido nega-

tivas, hubiera sido posible en caso de necesidad, evitar ese número de --

pruebas "cruzadas" y la distracción inútil de la sangre "en reserva". {14] 

Debido a esto, una de las aplicaciones importantes del panel es la 

investigación de anticuerpos irregulares, realizando la prueba cruzada en 

fase salina rápida y comprobnndo compatibilidad con el S. ABO como única 

prueba pretransfusional en caso de anticuerpos irregulares negativoa. [13] 

Este tipo de criterio, esta basado en que no todas las pruebas cr_!!. 

zadas son capa.ces de detectar anticuerpos• ya sea porque el suero no tiene 

los anticuerpos o que los' antígenos eritrocitarios, tengan fenómeno de do-

sis, por lo que es conveniente estudiar el suero del paciente con el panel. 

Muy pocos de estos anticuerpos son detectados en pruebas ºcruzadas", que 

no han sido detectados antes con el panel de células. 

La selección de la sangre para este panel se hace en base a la e!!_ 
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pecificidad de loa anticuerpos regulares esperados del eietema ABO, y de 

los anticuerpos iTregularea inesperados (fuera de este sistema) Ida co~ 

nes en la población aloinmunizada y según su frecuencia (Ver tabla 12) en 

nuestro pa!s. As!, se escogén donadores de eritrocitos Al, A2, B y O (p~ 

ra la investigación del grupo inverso s. ABO), y Ott'oa donadore• gt'upo O 

'1os cuales contengan antígenos del sistema Rh-Hr, MNS, P, Levis, Lutheran, 

Kell-Cellano, Duffy, Kidd, Diego, etc, heterocigotos y homocigotoe, (en -

una o dos dosis), y otro grupo que no loa contengan. {Ver tabla 11), Es

tos paneles constan de 10 células, escogidas según se mencioncS anteriot'me!! 

te y agrupados de tal manera que dé una probabilidad alta (p ~ 1/45) y la 

certeza de la especificidad del anticuerpo detectado. (Ver tabla #3) 

T A B L A # l 

Ejemplo de la composición de un panel: Panel No. 03500 

l) CCDee HMPSS Le(a+b-) kk Fy(a-b+) Jk(a+b-) Di(a-b+) 

2) CCDee MNpSS Le(a-b+) kk Fy(a+b+) JK(a-b+) Di(a+b-) 

3) ccDEB NNPas Le(a-b-) kk Fy(a+b-) JK(a+b+) Di(a-b+) 

4) ccDEE MNPSs Le(a-b+) kk Fy(a+b+) JK(a+b-) Di(a-b+) 

5) ccddee MMpss Le(a-b+) kk Fy(a-b+) JK(a-b+) Di(a+b+) 

6) Cede e Nl!l'Ss Le(a+b-) kk Fy(a+b-) JK(a+b-) Di(a-b+) 

7) ccDee HMPS Le(a-b+) kk Fy(a+b+) JK(a+b+) Di(a-b+) 

8) ccDEe MNpSs Le(a-b+) kk Fy(a-b+) JK(a+b+) Di(a-b+) 

9) ccDEe MMPSS Le(a-b+) kk Fy(a+b+) JK(a+b+) Di(a-b+) 

10) CcDEe MNPSs Le(a-b-) kk Fy(a+b+) JK(a+b+) Di(a-b+) 
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TABLA #2 

FRECUENCIA DE ANTICUERPOS ANTIERITROCITARIOS HAS COMUNES EN 10 367 

PACIENTES DEL BCS, CMN DEL IHSS. 

ESPECIFICIDAD FRECUENCIA 

D 1.5144 

1.9291 

< l. 7392 

K 0.4437 

Fyª 0.5157 

Jltb o. 5971 

Di8 
0.2315 

Dib 0.0542 

T A B L A I 3 

CALCULO DE LA PROBABILIDAD DE LA ESPECIFICIDAD DEL ANTICUERPO E!! 

CONTRADO CON EL PANEL No 03500 DE FENOTIPOS CONOCIDOS 

No, de células T CNICAS E IPLEl\JlAS 

S/r S/37 S/C Bromelina 

l neg neg neg neg 

2 neg neg neg neg 

3 neg neg 3 + 4 + 

4 neg neg 3·+ 4 + 

5 neg neg 3 + 4 + 
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( contunuación de la tabla #3) 

No. de c1Uulas TECNICAS EMPLEADAS 

S/r S/37 S/C Bromelina 

6 neg neg 3+ 

7 neg neg 3+ 

e neg neg 3+ 4+ 

neg neg 3+ 

10 ne ne 3+ 

La tabla anterior muestra, que es un probable anti-l! 

células células 

Resultados pos neg 

e 

positivos e(a) O(b) S(A) 

negativos O(c) 2(d) 2(8) 

S(D) 2(C) lO(T) 

Al BI CI DI X 

T! al bl el di 

SI 21 ll ~! X 

101 SI 01 O! ll 

2 _2_ _1_ 

(10) (9) 90 45 

p = 1/45 
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2.2) G E N E R A L I D A D E S DEL 

ERITROCITO 

El eritrocito humano' maduro es una célula anucleada con forma de -

disco bic6ncavo, su difmetro es de 6 a 9 Ji m y con un eapesor de 1 ,)'• 

en el centro y 2 a 2.5 )4m en la periferia. Su membrana tiene unos 

mm. de espesor: esta formada por 49% de protelnas, 44% de. llpidos y 7% de 

glGcidos. [6] En esta membrana existen dos tipos de protelnas: extrlnse

cas e intrínsecas. 

Las protelnas intr!nsecaa, forman parte de la estructura de la •.! 

brana, y están en contacto con el citoesqueleto. [4, 6, 7] Muchas de 

tas proteínas integrales son glucoprote!nas, por ejemplo la banda 3, una 

proteína integral, contiene entre un 5 y 8% de parte glúcida. Los ant!ge

nos de grupos sangulneos se encuentran situados en varias de estas estruc-

turas. [ 6, 7, 10) (Ver Figura I 1. HEllBRANA DEL ERITROCITO) 

2.3) ANTIGENOS ERITROCITARIOS 

Estructuralmente un antígeno contiene grupos químicos ordenados -

tridimensionalmente, conocidos como determinantes antigénicos o epitopes -

(pueden existir varios de ellos en cada antígeno). 

Los ant!genos de los grupos sanguíneos eritrocitarios son configu

raciones inmunoqu!micas presentes en la membrana de los glóbulos rojos, P.!:!. 

diendo ser glucol!pidos, proteínas y glucoprote!nas. La composición qu!m! 
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ca y ubicación de algunos antígenos de grupos sangu!neos se muestran en la 

siguiente tabla, (9): 

Glucol!nidoa ABH Membrana del eritrocito 

(oligo1aclridos + llpido) p 

Leª. Leb Plasma 

Prote!na Rh Membrana del eritrocito 

(oolioéotido + l!oido) 

Glucoprote!na ABH Secresionea. Moco. 

(polipéptido + oligos!!_ Le8 , Leb Membrana del eritrocito 

cfrido) M, N 

- Los ant!senos ABH estin determinados por los azúcares tel'11linales, los -

cuales eatan ligados a las 4 últimas clases de estructura en la superficie 

de la cólula roja: banda 3. [ 11) 

- Loa ant!genos Rh (D), son prote!nas; la actividad serológica de estos en 

los eritrocitos, depende de la presencia de un fosfol!pido, la diferencia 

del Rh y LW, es una prote!na glucos!dica. [ 11] 

- Los antígenos Kell, son portado; por una glucoprote!na glucos!dica. [11] 

- Los Wright8 estan en la sialoglicoforina y al igual que Rh, dependen de 

la asociación de un fosfolípido para su expresión. [ ll] 

- Los MNSs, estan en las glicoforinas A y B, la especificidad parece ser -

determinada por secuencias de aminoácidos. [11] 

2.4) ANTICUERPOS 

Las células inmunológicamente competentes reconocen a los epitopes 
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como extraños• produciendo anticuerpos contra estos. Los anticuerpos -

tienen la caracter!stica de reaccionar específicamente con el antlgeno -

que causó su producci6n. [ 13) 

L'os anticuerpos inmunes o aloanticuerpos (irregulares o inespera

dos), son producidos en este caso, contra ant!genos de la misma especie,

como los antígenos eritrocitarios, por ejemplo, en mult!paras y/o poli-

transfundidos. Los anticuerpos son proteínas (globulinas), que se --

producen en el sistema inmunológico como respuesta a un estf11ulo. [9, -

11, 13] 

La respuesta primaria, produce principalmente inmunoglobulinas -

de la clase IgM, como respuesta normal, en cambio, los ant!genos proteí

nicos producirán inmunoglobulinaa de clase IgG primordialmente. [9, 111 

A loa anticuerpos anti-A y anti-8, se les conoce como naturales -

(heteroanticuerpos) regulares o esperados, porque se ha visto que estos 

anticuerpos se desarrollan, probablemente como resultado de la exposición 

ambiental a los antígenos estrechamente relacionados con la estructura -

química de los grupos sangu!neos (ejemplo: bacterias, polen, etc). [11, 

14] 
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FIGURA I l. MEMBRANA DEL ERITROCITO 

1.- Fosfol!pidos 

2.- Hemoglobina 

3.- GPDA banda 6 

4.- .< espectrin.:i 

5.- Anquirina 

6.- /> espectrina 

7 .- Banda 4.1 

B.- Actina 

9.- Colesterol 

10.- Banda 4.2 

11.- Banda 

12.- Glicoforina A 

13.- Glicoforina B 

14.- Glicoforina C 



2. 5) Cl.ASIFICACION DE LOS ANTICUERPOS SEGUN EL PUNTO DE VISTA INMUNOHEllATOLOGICO. 

SISTEllA ANTICUERPOS INMUNOGLOBULINAS REACCION Ag/Ac CONSECUENCIASft; 
IN VITRO IN VIVO 

REGULARES f · ANTI-A y/o IgH o"c- 37ºC generalmente 
-B IgG O"C - 37°C Hem.ólisis (H) 

A ó IgA salina Intravascular 
enzima 

11 ESPERADOS Coombs 

T 
ABO anti-.\1 

a.nti-i 

"' Lewie anti-l.eª IgM o•c - 22•c no •• produce 

e ~ p anti-!? salino 
H anu-;1 

u i:! N anti-~ 

IRRECU~ 
<! 

etc "' 
¡; RES. 

n Rh-Hr anti-D,-~-•. IgG 37•c He..Sliaia 
anti-C, -E IgG, IgH medio hiper- extravaacular 

p protéico (HEV) 
enzimas 

o Cooms 

s ~·" anti-K, -R IgG HEV e intrava1-
Kidd anti-Jk•, -Jkb IgG, IgM 
uffy anti-tya. -fyb IgG cu lar 

Ag• antígeno 
Ac• anticuerpo 
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2,6) HEACCION ANTIGENO/ANTICUEHPO 

La presencia de anticuerpos antieri trOci tarios ya sean esperados 

(ejemplo: anti-A y/o -B) o in.esperados (ejemplo: anti-O (Rho)) ae detectan 

por la interacción entre el antlgeno (Ag} en la membrana del eritrocito y -

el correspondiente anticuerpo (Ac). Esta interacción normalmente se dete~ 

ta por la aglutinación especifica y/o hem611sis de las c~lulas. Estos -

dos elementos (Ag y Ac), no se unen covalentemente, sino que debido a la 

naturaleza complementaria de sus estructuras, permite que f!l determinante 

antigénico se acerque suficientemente al sitio de unión del anticuerpo 

y puedan unirse por uniones intermoleculares, relativamente d6.biles como:

puentes de hidrógeno, fuerzas de Van der Waals 1 etc.. La fuerza de esa -

unión entre el Ag y el Ac 1 se mide por el cambio de energta libre. Los -

experimentos con anticuerpos IgG enti-D, C, e, E y anti-K indican que la 

tuerza de unión entre estos anticuerpos y sus antígenos es cerca de l/10 

de la que se esperaría con uniones covalentes. La reacei6n Ag/Ac ea r!_-

versible de acuerdo con la ley de acción de masas. La reacción entre el -

antígeno y el anticuerpo se puede escribir: 

donde: 

Kl 

Ac + Ag ~ AgA.c 

K2 

Kl y K2 = constante de asociación y disociación 

De acuerdo a la ley de acción de masas en el equilibrio se ttene: 

(AgAcl Kl = K 

(Ag) X (Ac)= K2 
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se nota que, entre mis grande sea la constante: de equilibrio, mayor será 

la cantidad de anticuerpo combinado con el antígeno. Se sabe que, la -

constante de equilibrio de un anticuerpo, es la ºmedia de ajuste" del an

ticuerpo al ant!geno cot"respondiente y del tipo de unión entre estos: las 

uniones hidrofllicaa, dan una mayor afinidad que los puentea de hidrógeno 

Cuando la constante de equilibrio ea alta, la unión entre el anti.geno 

el anticuerpo, ser& da dif!cil de romper. [9, 11] 

La constante de equilibrio se verá afectada por el pH, la fuerza

iónica y la te•peratura, loa cuales .deben ser cuidados para que la rea~ 

ción ant!geno-anticuerpo eapec!fica se efectúe adecuadamente. Lo~ facto

res que influyen en la aglutinaci6n de los eritrocitos por 11u11 anticuer-

pos espec!ficos, es la fuerza de repulai6n entre loa eritrocitos o el po

tencial Zeta: este potencial s6lo permite el acercamiento entre ellos a 

8 nm. y 18 nm. entre la membrana celular, por lo que, moléculas tan gran

des como los anticuerpos IgM (30 nm) pueden aglutinarlos f'cilmente, mie!!, 

tras que la IgG (12 nm entre sus sitios de unión), no puede normalmente -

hacerlo y sólo se une a su Ag. específico, por lo que, se necesitan meca

nismos potenciadores para que la aglutinación ocurra y pueda observarse:

además de lo anterior, la aglutinación de los eritrocitos tatnbién se i!! 

crementa con la centrifugación. [9 1 11] 

Loa medios empleados para efectuar la reacción ant!geno-(células

del panel)-anticuerpo (suero del paciente o donador), en este trabajo son: 

el medio salino y la centrifugación inmediata (s/r), qU.e identifica a los 

anticuerpos de clase IgM principalmente, del sistema ABO: salina a 22 ºC 
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por 60' (S22) con la que se puede demostrar la aglutinación con anticuer

pos IgM, ejemplo, anti-Lewis, -P, etc; el medio enzimático (broaeltna Br), 

con la que se demuestran anticuerpos IgG del sistema llh-Hr, -ltidd, etc¡ -

la reacción de la Antigloblilina Humana o auero de Coombs (AGH), con la -

que se pueden demostrar la mayor!a de los anticuerpos IgG contra loa ant! 

genos de los grupos sangu!neos eritrocitarios. [9, 11) 

UTILIDAD DEL PANEL EN LA INVESTIGACION DE ANTICUERPOS. 

El constante est!mulo en los pacientes con elementos sangu!neos -

(leucocitos, plaquetas, eritrocitos, plasma) provoca la respuesta inmune 

y la aparici6n de anticuerpos contra ellos. E10 puede suceder en pacien

tes politransfundidos y/o mult!paras. El estudio de estos pacientes des

de el punto de vista inaunohematol6gico, referente a anticuerpos ~ontra -

eritrocitos, requiere de un panel de glóbulos rojos para ••tablecer la -

presencia de anticuerpos irregulares en el ouero del paciente, su especi

ficidad y su fuerza aglutinante. [11) Uno de los casos en que se utiliza 

este panel es por ejemplo, el de la Aloinmunización materno-fetal. 

Ejemplo de un caso t!pico: 

Se trata de un paciente adulto, de sexo femenino, de 32 años de -

edad, con antecedentes de 3 gestaciones y 3 partos, con diagnóstico de -

aloinmunización materno-fetal y producto ictfirico grave, no se encontró -

en el laboratorio de su hospital sangre compatible, ni para ella, ni para 

la exsangu!neo transfusión del recién nacido. 
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Resultados: 

Grupo sanguíneo materno • O, Rho (O) negativo 

Grupo aangulneo de recién nacido • o, Rho (D) positivo 

Coombs directo en los eritrocito del niño • positivo 1:128 

(puntaje 58) 

INVESTIGACION DE LA ESPECIFICIDAD DEL ANTICUERPO CON TECNICAS SALINA RA-

PIDA Y SALINA COOMBS, EN EL SUERO MATERNO Y EN LOS ERITROCITOS DEL RECIEN 

~ 

Células conocidas Ac 's del suero Ac' a eluidoa de loa eritro-

del fenotipo materno citos del recién nacido 

S/r S/37 S/C S/r 

o, Rho pos. P pos l+ - 2+ 

o, Rho pos. P nea - - 2+ 

o, Rho neg. P pos l+ - -
o Rho nea. P nea - - -
S/r • prueba aali~a rápida 

S/37 • prueba salina incubada a 37°C, durante 60 min. 

S/C • prueba de Coomba o de la Antiglobulina Humana. 

Ac' s .. anticuerpos 

Conclusiones: 

-
-
-
-

S/C 

2+ 

2+ 

-
-

En el suero de la madre se demostraron con el panel de células, -

dos anticuerpos: uno salino fr{o de especificidad anti-P t de clase IgM • 

El segundo anticuerpo, se demostró con la prueba de AGH, la especifici-

dad es anti-O de clase lgG. 
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En el caso que se ilustra, se observa que en el suero de la madre

hay dos anticuerpos, uno que pasa ¡..lacenta (anti-D, Rho, de clase IgG), y 

el otro de especificidad anti-P de clase IgM, que no pasa placenta¡ éste -

está impidiendo artificialmente, la compatibilidad de la sangre que necee! 

ta el producto para ser exsanguinado al interferirle en la prueba cruzada

con el suero materno. El anticuerpo anti-P es un anticuerpo frío, no tiene 

trascendencia clínica, el que la tiene es el anti-D, por lo que hubiera -

bastado estudiar el problema oportunamente con un panel. de células y cual

quier sangre O, Rho negativo cruzada hasta Coombs hubiera sido la correcta 

para la madre y para la exsangu!neo transfusión del niño. 

Caso clínico II: 

La destrucción incrementada de los eritrocitos puede llevar a la 

Anemia Hemolítica. Las causas de este fenómeno son múltiples. entre ellas 

la iruaunológica o sea, aquella destrucción mediada por anticuerpos, como 

por ejemplo la Enfermedad Hemolítica del Recién Nacido (EHJIN), y la Anemia 

U.mol!tica Auto e ho inaune (ABA e AllI). [9, 11, 14) 

La EHIM •• debida a la destrucci6n de loa eritrocito• del niño por 

un anticuorpo Hpoclftco (IgG) producido on la -dre y tranaforido por vla 

tranoplacentaria al bebé. (9, 11, 14) 

In nu••tro •dio el aúmerO de reciin nacidos con Enfermedad Heaol! 

tica, en los que la udr• no esta presente para ser estudiada, es común, 

por lo que, el estudio para la posible exsanguíneo transfusión del bebi

en caso de necesitarla, se debe llevar a cabo en la sangre de éste. 
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La prueba empleada para estudiar la EHRN por aloanticuerpos mate!: -

nos, es la de la antiglobulina directa o prueba de Coombs directa, aunque -

la positividad de· es.ta prueba, "no establace algunas veces, el diagnóstico 

de la Enf'ermedad Hemolítica11 ;•(10) 

La EHRN por aloanticuerpos, no sólo es debida por anticuerpos del 

sistema ABO, por anti-O {Rho), si no que, se ha establecido sin duda alg!:!

na que 1 virtualmente, cada uno de los anticuerpos de clase IgG que puede -

producir la madre, teniendo el niño el antígeno específ'ico, puede causar -

dicha hemólisis (11, 14) por ejemplo, anti-C, anti-C, ant1-e, anti-E, 

anti-K, anti-Fy, etc. La prueba de Coombs directa indica que el anticuerpo 

está en la superficie del eritrocito, pero de ninguna manera esta permite -

saber eu especificidad, de aqu! que la separaci6n, elueión o despegado, del 

anticuerpo del eritrocito y su estu~io con el panel de c6lulaa conocidas,

nos darA en la gran mayor!a de los casos la certeza de la especificidad. 

(11) 

Cuo cUnico tipico. -

Paciente masculino, de 14 horas de nacido, con poatble !HRN, ¡rupo 

O, Rho (D) poaitivo, Coombs directo: positivo 1:64 (puntaje 60), hemoalob!,

na: 10 &r/dl,o bUirrubina indirecta: 25 m¡¡/dl. 

Grupo -terno: O, Rho (D) poaitivo. 

Exeanauinado el dfa anterior, con •anare o, Rho (D) neaativo, ee i!!. 

crement6 la bilirrubina indirecta de 18 a 25 lftl/dl, despu6s de la exsanguf

neo transfusión. 
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INVESTIGACION DE LA ESPECIFICIDAD DEL ANTICUERPO DESPEGADO DE LOS 

ERITROCITOS DEL RECIEN NACIDO CON UN SEMIPANEL. 

fenotipo del semipanel en este caso técnicas empleadas 
aólo el sistema Rh-Hr 

S/R SIC 

1) CCOee neg neg 

2) ccDEE pos pos 

3) ccdee (*) pos pos 

4) CcDee pos pos 

(*) La primera exsangu!neo transfusi6n •• hizo con sangre de este 

fenotipo. 

Conclusiones: 

La especificidad del anticuerpo despegado fué anti-e, El niño no -

debió exaanguinarae con sangre Rho (D) negativo (*) porque e•ta contiene -

ant!geno e (cde/cde). Se exsanguinó posteriorm.nte con la sangre de fenot! 

po igual que la sangre No 1 (CCDee) • que no contiene el antígeno e. La r!_-

cuperación del recién nacido fué satisfactoria. 

Caso clínico III-.-

En ·1a Anemia Hemolítica Autoinmune (AH.Al), el nutoreconocimiento -

de lo propio esta alterado, por lo que, el individuo fabrica anticuerpos -

contra sus propios ant!genos. Estos anticuerpos, en este caso particular,-

pueden dirigirse prácticamente contra todos loe antígenos eritrocitarios,-

ejemplo, el sistema ABO, el sistema Rh-Hr. el sistema 111 el sistema MNSsP 

etc. El conocimiento de la especificidad de estos anticuerpos, asi como 1 -
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la clase de inmunoglobulina a la que pertenecen, ayuda al diagnóstico y -

tratamiento de esta entidad, por lo que dentro de los exiaenes de labora-

torio que se tienen previstos para su estudio, se encuentran la eapecif!

cidad del anticuerpo, inve~tigada a través de un panel de células [11). 

Caso cl!nico tlpico. -

Paciente de sexo femenino, de 38 años de edad, con diagnóstico --

cl!nico de Anemia Hemólltica Adquirida por alfa metil dopa. Hemoglobina 

11.0 mg/dl, Hematocrito: 33i, Concentración media de hemoglobina: 33. 

Resultados: 

Grupo sanguíneo: O, Rho (D) positivo. Coombs directo: positivo --

1:64 (puntaje 42 ) ¡ clase de anticuerpo pegado al eritrocito IgG, IgM con 

fracción C3 del sistema de Complemento. 

ESTUDIO DEL ANTICUERPO DESPEGADO DE LOS ERITROCITOS DEL PACIENTE 

fenotipo de la células del panel técnicas empleadas 
en este caso sistema RH-Hr e I Resultados 

s r &(37 S(C 

1) CCDee 4+ (+) (+) 

2) ccDEE · 4+ + + 

3) ccddee 4+ + 3+ 

4) CcDee 4+ + 2+ 

5) CcDEe I 4+ + 2+ 

6) CCDEE 4+ + neg 

7) CcDEe ne2 nu 2+ 
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Concluatonea: 

Se encontr6 una mezcla de anticuerpos, uno de especificidad anti-I, 

que fija co•pleaento y un anti-Ci del sistema Rh-Hr. el caso se rotuló como 

Aneaia Heaolfttca "Autoinmune" probablemente por medicamentos. 



C A P I T U L O I I I. 

PARTE EXPERIMENTAL 

3.1) D S E A O D E L EXPERIHEll--

T O. 

Paquete Globu~ 

Mezclar volúmenes iguales de eritr.2_ 

preparación de complejos anti-O 

citos con ¡luci6n de glicerol. 

congelación a - 2o•c por 30 d!aa 

l. descongelacion 

i 
preparación de coaplejo• anti-D 

+ D y eritroltoa + Complemento + D y eriticitoa + Complemento 

glutaraldehizrción glutaraldeh1zaci6n 

Probar reactTvidad y especificidad de laa cilulaa tiutaraldehizadas cada 

d!as por S semanas, con sueros específicos de bajos títulos. obtenidos de 

pacientes sensibilizados. Llevar a cabo el control de calidad de los anti-

sueros y células empleadas cotidianamente en el laboratorio. 

3.2) H A T E R I A L 

Se emplearon 5 paneles, cada uno con 13 muestras dr diferentes d.2_-

nadares Al, A2, B y O; semipanel, que consta de los 5 primeros fenotipos -

del panel; células sensibilizadas con complemento y células no sensibiliz!. 
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das; células sensibilizadas con anti-O (Rho) y células no sensibilizadas. -

De todas estas células se tomaron dos muestras¡ una se glutaraldehiz6 inm_!:-

diatamente después de obtenida, a estas se les denominó como células fre!-

cas o F, y la otra muestra se congeló con glicerina durante 30 días, a ---

estas se les denominó como células congeladas o C. Después de este período 

se trataron igual que las células F. 

Cada grupo de células, se probaron cada 7 días durante 5 semanas,-

con anticuerpos específicos, investigando su aglutinabilidad con los ant!,-

sueros sin diluir y posteriormente, con diluciones de estos, estimando el -

grado de aglutinabilidad en cruces y mediante cómputo de la puntuación, --

(ver figura #2) 

FIGURA # 2. GRADACION DE AGLUTINACIONES. 

1.- 4 cruces equivale a 12 puntos 

2.- 3 cruces equivale a 10 puntos 

3.- 2 cruces equivale a 8 puntos 

4.- 1 cruz equivale a 5 puntos 

S.- (+) cruz equivale a 3 puntos 

5.- graniento (g) equivale a 1 punto 

7.- negativo 
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3.3) M E T O D O 

Preparación de eritrocitos recién obtenidos o F. 

- Obtener el paquete globular de sangre total en ACD. 

- Lavar tres veces el paquete globular con soluci6n salina fisiológica al-

0. 9% (SSF). 

- Tomar los eritrocitos lavados y agregar la solución de glutaraldeh!do. 

- Dejar reposar a temperatura ambiente 1 hora. 

- Lavar los eritricitos glutaraldehizados 3 veces con buffer de fosfatos -

salinos. 

- Resuspender en medio de conservación CPDA-I. 

- Almacenar a 4ºC. 

Preparación de cilulas sensibilizadas con anti-D (Rho). 

- Tomar dos muestras de eritrocitos de diferentes fenotipos (Rlr y rr ) • 

- Lavar ambas muestras con SSF. 

- Añadir a las dos muestras, una dilución de 1:32 del suero anti-D (Rho). 

- Incubar a 37ºC las dos muestras durante 30 min. 

- Glutaraldehizar ambas alícuotas. 

Preparación de los eritrocitos sensibilizados con complemento (C). 

- Tomar dos muestras de eritrocitos lavados. 

- En una añadir suero fresco sin descomplementar (control positivo). 

- En la otra añadir suero descomplementado previamente a 56°C (control n!_-

gativo). 

- Dejar incubar ambas a temperatura ambiente durante 30 min. 

- Glutaraldehizar. 
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Preparación de los eritrocitos congelados y descongelados. 

- Tomar los eritrocitos lavados y añadir la solución de glicerina al 20% 

- Mezclar auavemente. 

- Añadir la solución de glicerina al 60% 

- Mezclar suavemente 

- Congelar rápidamente en hielo seco y acetona (-1o•c) 

- Almacenar durante 30 días a -20ªC 

- Después de este tiempo, descongelar los eritrocitos lentamente (temper.! 

tura ambiente) • 

- Lavar una vez con solución de glicerina al 16% 

- Lavar una vez con solución de glicerina al 8% 

- Lavar una vez con solución de glicerina al 4% 

- Lavar una vez con solución de glicerina al 2% 

- Lavar tres veces con SSF al 0.9% 

- Clutaraldehizar 

Comprobación de la reactividad y especificidad de las células glutaralde

hizadaa. 

La comprobación de la reactividad y especificidad de las células, 

glutaraldehizadss • se llevó a cabo en diferentes medios de reacción como 

son: salinos, enzimáticos• proteínicos y la reacción de Coombs o de la -

antiglobulina humana. Los medios enzimpáticos utilizados fueron: ficina y 

bromelina. El medio protéico utilizado fue: albúmina. 

Las temperaturas utilizadas fueron: temperatura ambiente (Ta) y 

37°C (37). Para mayor facilidad de identificar los tubos cuando usa 
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albúmina marcar como; A/Ta y A/37, cuando es ficina y bromelina urcar --

como F/Ta, F/37 y B/Ta, B/37 respectivamente, y los tubos de Coombs se --

marcan como S/C. 

Un ejemplo de la utilidad de éstos medios, se muestra en loa cu!.-

dros siguientes: 

células Técnicas usadas 
S r S/37 SIC A Ta A/37 

Rlr neg neg 4+ + 3+ 

rr ne ne ne ne ne 

COMPROBACION DE LAS CELULAS DUFFY (Fy) Y KELL (K). 

célul•s Técnicas usadas 
F r F/37 F1C B/r 8137 8/C 

Fyª neg neg 4+ neg neg 4+ 

Fyb neg neg 4+ neg g 4+ 

K nea nea 3+ nea nea 4+ 

Reacción ?e salina rápida (S/r): 

- Agregar dos gotas de antisuero a una gota de eritrocitos panel, al 2.5% 

·• Centrifugar 30 seg a 3400 rpm y leer en cruces y cómputo. 

Reacción salina 37°C (S/37): 

- Incubar a 37ºC por 30 min; centrifugar y leer. 
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Reacción de salina Coombs (S/C): 

- Lavar los eritrocitos 3 veces con SSF y agregar 1 gota de suero de Coombs 

- Centrifugar y leer. 

Reacción de albúmina rápida (A/r): 

- Agregar dos gotas de albúmina e 1 gota de eritrocitos diluidos a 2.5%, -

más dos gotas del suero problema. 

- Centrifugar 90 seg a 3400 rpm y leer. 

Reacción de albúmina 37ºC (A/37): 

- Incubar a 37°C, los tubos con albúmina rápida, 20 min. 

- Centrifugar y leer. 

Reacción de Bromelina o Ficina rápida (BoF/r): 

- Agregar dos gotas de la suspensión de eritrocitos al 2. 5%. 

- Centrifugar 30 seg a 3400 rpm y leer, 

Reacción de Bromelina o Ficina a 37ºC (BoF/37): 

- Incubar a 37°C por 15 min los tubos con Bromelina o Ficina. 

- Centrif'ugar 30 seg a 3400 rpm y leer. 

3.4) R E S L T A D O S. 

En los cuadros número 1 al 4, se muestran resultados de la reactiv! 

dad de los eritrocitos Al, A2, By O, glutaraldehizados y conservados a 4°C. 

durante 35 días. 
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En el cuadro número 1 se anota la reactividad contra el suero sin 

diluir; en los siguientes se hacen las diluciones para comprobar la react! 

vidad de las células contra sueros anti-A, anti-B y anti-AB. Se comprueba 

la conservaci6n adecuada de la· reactividad de los antígenos ABO. (Ver cu!.-

dros QJ, 12,13 y 14). 

La reactividad de los antígenos D, C, Fy8 • Fyb. Jkb y K se conse.r

va casi uniforme durante el lapso de 35 d!as conservados a 4ºC y contra --

los mismos sueros espec!ficos probados sin diluir. (Ver cuadro#S) y en d!

luciones. (Ver cuadro 16). 

La investigación de la presencia de anticuerpos en el sobrenadante 

del complejo anti-D + glóbulo rojo O fué negativa, durante el lapso de 35 

d!as (Ver cuadro 17). 

La reactividad de los complejos glóbulo rojo D + anti-D y de glób.!! 

loa rojos con CJ (fracción 3 del complemento), contra el suero de Coombs -

correspondiente, se conserva durante ... ~ºª 35 días en el primer caso; en --

cambio• en el segundo se pierde el CJ alrededor del 14 día de alucen.!,-

m.iento a 4°c. ( Ver cuadros #8 y #9). 

En el cuadro #10, se presentan resultados del control de calidad -

de los sueros hemoclasificadores y del suero antiglobulina humana emple.!,--

dos en el trabajo cotidiano. 

Las células glutaraldehizadas, se emplearon en el trabajo cotidi!,-
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no durante más de 35 d{as, dando resultados similares durante todo este --

tiempo (Ver cuadro #10). Cuando se realizó este trabajo no se continuó más 

de 35 d!as por falca de material biológico; pero después otras personas del 

BCS del CMN, IMSS siguieron este estudio y se comprobó que duran mas de 35 

d{as, 

Resultados sensiblemente iguales se obtuvieron con células congel!. 

das a -20ºC por 30 d{as, descongeladas después de este tiempo y glutarald,! 

hizadas. 
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CUADRO 11 

REACTIVIDAD DE LAS CELULAS GLUT.ARALDEHIZADAS CONSERVADAS A 4'C HASTA POR 

35 DIAS CONTRA SUEROS ESPECIFICOS. 

AUero anti vs ant{oeno reactividad contra células conservadas. 
d 1 a s 

o 7 14 21 28 35 

A Al 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 

A A2 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 

o o ne• ne• ne• no• ne• ne• 

B B 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 

o o n .. ne• ne• nOR ne• ne• 

AB Al 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 

AB A2 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 4+ 

AB B 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 

o o ne• ne• ne• ne• ne• ne• 
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CUADRO 12 

REACTIVIDAD DE LAS CELULAS Al Y A2 GLUTARALDEHIZADAS CONSERVADAS POR 35 

DIAS, PROBADAS CON SUEROS ANTI-A EN DILUCIONES. 

DIA Ag D I L u 
1/4 1/8 1/16 

Al 4+ 4+ 3+ 

R* A2 2+ 3+ 2+ 

o ne• ne• ne• 

Al 4+ 3+ 2+ 

7 A2 3+ 2+ 2+ 

o ne• ne• ne• 

Al 4+ 3+ 3+ 

14 A2 3+ 2+ (+) 

o ne• ne• ne• 

Al 4+ 4+ 3+ 

21 A2 3+ 2+ 2+ 

o ne• ne• ne• 

Al 4+ 3+ 3+ 

28 A2 3+ 3+ 2+ 

o ne• ne• ne• 

Al 4+ 3+ 2+ 

35 A2 3+ 2+ (+) 

o ne• ne• ne• 

Ag• antígeno 
R*• células recién obtenidas 
g= gr.::miento 

c I o N E s 
1/32 1/64 1/128 

2+ 2+ + 

+ neg neg 

ne• ne• ne• 

2+ 2+ (+) 

+ neg neg 

ne• ne• ne• 

2+ 2+ + 

g neg neg 

ne• ne• ne• 

2+ 2+ (+) 

(+) neg neg 

ne• ne• ne• 

2+ + (+) 

+ g neg 

n .. ne• neo 

2+ + (+) 

g neg neg 

ne• ne• ne• 

cómputo en PU!!, 
1/256 taie. 

g 60 

neg 54 

ne• --
neg 55 

neg 31 

ne• --
+ 58 

neg 22 

ne• --
neg 53 

neg 29 

ne• --
neg 51 

neg 34 

ne• --
g 47 

neg 22 

ne• --
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C U A D R O I 3. 

REACTIVIDAD DE LAS CELULAS B GLUTARALDEHIZADAS, CONSERVADAS POR 35 DIAS, 

PROBADAS CON SUEROS ANTI-B EN DILUCIONES. 

DIA Ag D I L u 
1/4 1/8 1/16 

R* B 4+ 3+ 2+ 

o ne• ne• ne• 

7 B 4+ 3+ 3+ 

o ne• ne• ne• 

14 B 4+ 2+ 2+ 

o ne• ne• ne• 

21 B 4+ 3+ 2+ 

o ne• ne• ne• 

28 B 4+ 3+ 3+ 

o ne• ne• nu 

. .35 B 4+ 4+ 2+ 

o nu n .. ne• 

Ag• antígeno 

R*• células recién obtenidas 

g• graniento 

c I o N E s cómputo en 
1/32 1/64 1/128 1/256 ountaie. 

2+ + g neg 42 

ne• ne2 ne• ne• --
2+ 2+ + neg 51 

ne• ne• ne• ne• --
2+ + (+) neg 44 

ne• neo ne• ne• --
2+ (+) g neg 46 

ne• neo ne• ne• --
2+ + neg neg 45 

nu nu ne• nea --
2+ + (+) neg 48 

ne• neo ne• nea --
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C U A D R O ' 4 

REACTIVIDAD DE LAS CELULAS Al, A2 Y B GLUTARALDEHIZADAS, CONSERVADAS POR 

35 DIAS, PROBADAS CON SUEROS ANTI-8 EN DILUCIONES. 

DIA Ag D I L 
1/4 1/8 1/16 

Al 4+ 4+ 4+ 

R* A2 3+ 2+ 2+ 

B 4+ 4+ 3+ 

o ne• ne• ne• 

Al 4+ 3+ 3+ 

7 A2 3+ 2+ 2+ 

B 4+ 3+ 3+ 

o ne• ne• ne• 

Al 4+ 4+ 4+ 

14 A2 3+ 2+ 2+ 

B 4+ 3+ 3+ 

o ne• ne• ne• 

Al 4+ 3+ 4+ 

21 A2 3+ 3+ 2+ 

B 4+ 3+ 2+ 

o ne• neo ne• 

Al 4+ 4+ 3+ 

28 A2 3+ 2+ 2+ 

B 4+ 3+ 2+ 

o ne• ne• ne• 

Al 4+ 3+ 3+ 

35 A2 3+ 3+ 2+ 

B 4+ 3+ 2+ 

o ne• ne• ne• 

Ag• antígeno 

R*"" células recién obtenidas 

&"' graniento 

u c 
1/32 

3+ 

+ 

2+ 

ne• 

2+ 

+ 

2+ 

neo 

3+ 

+ 

2+ 

ne• 

3+ 

2+ 

2+ 

ne• 

3+ 

+ 

2+ 

ne• 

2+ 

+ 

2+ 

ne• 

l o N E s cómputo er 
1/64 1/128 1/256 1/512 nuntaie. 

2+ 2+ + g 68 

+ neg neg neg 36 

+ + neg neg so 
ne• ne• ne• ne• --

2+ 2+ + + 67 

+ g neg neg 37 

+ (+) neg neg 48 

neo ne• ne• ne• --
2+ 2+ + + 71 

+ neg neg neg 36 

+ (+) neg neg 48 

ne• ne• ne• ne• --
2+ 2+ + + 70 

+ nea neg neg 41 

+ (+) neg neg 46 

neo ne• ne• ne• --
2+ 2+ + (+) 64 

+ neg neg neg 36 

+ (+) neg neg 46 

ne• ne• ne• ne• --
2+ 2+ + + 66 

+ g neg neg 39 

,+ (+) neg neg 46 

ne• ne• ne• ne• --

-
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CUADRO# 5 

REACTIVIDAD DE LAS CELULAS GLUTARALDEHIZADAS, CONSERVADAS 

POR 35 DIAS 4'C, CONTRA SUEROS ESPECIFICOS. 

11uero anti vs antlgeno react1v1dad contra células con--
servadas por 35 d{as. 

d { 8 B 

o 7 14 21 28 35 

D D 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 

e e 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 

Fvª Fvª 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 

Fvb Fvb 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 

Jkb Jkb 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 

K K 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 

CUADRO I 6 

COMPUTO DE LA REACTIVIDAD DE LAS C!LULAS GLUTARALDEHIZADAS 

CONSERVADAS RASTA 35 DIAS, CONTRA SUEROS ESPECIFICOS CONOCIDOS 

~r. D e Fv8 pyb Jlr.b K 

1 70 46 38 26 31 43 

7 . 68 43 40 26 30 43 

14 71 40 37 24 29 40 

21 69 44 35 23 29 39 

28 68 46 39 25 27 40 

35 68 44 35 23 30 40 
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CUADRO 17 

INVESTIGACION DE Í.A PRESENCIA DE ANTICUERPO ANTI-O, DESPEGADO DEL COMPLEJO 

GLOBULO ROJO + ANTI-O 

D I A s 1 7 14 21 28 35 

NEG NEG NEG NEG NEG 0 NEG 

CUADRO 18 

REACTIVIDAD DE LAS CELULAS DEL PANEL GLUTAllALDEHIZADAS SENSIBILIZADAS CON 

ANTI-O Rho (IgG) Y CON C. CONTRA LOS SUEROS ANTIGLOBULINA HUIWIA ANTI-IgG 

+ C3 Y SOLO AllTI-C3. 

auero anti va antígeno 

IgG + C3 GR+ antl-D 

C3 GR + C3d 

GR • Glóbulos rojos 

C • Complemento. 

reactividad contra complejos conaervados 

por 35 dÍH 

1 7 14 21 28 35 

4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 

4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 
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CUADRO 19 

COMPUTO DE LA REACTIVIDAD DE LOS COMPLEJOS GLOBULO ROJO D + ANTI-D Y GLO

BULO ROJO + C 

d{a 

R* 

7 

14 

21 

28 

35 

R* • Células reciin obtenidas 

GIUl • Gl6buloo rojo• D 

Ga. • Gl6bulo1 rojo1 

C • Coaplemento 

GRD + ant1-D 

-
28 

22 

32 

31 

33 

GR + CJ 

-
18 

s 
6 

neg 

neg 



e u A o n o # io 

n'":SUWADOS DEL CO!ITROL DE CALIDAD or: LOS SUEROS HEMOCLASIFICADORES ANTI-A y /O -B. "l"?I-D 

{~hO) y sur.no ANTI GLOBULINA l!UMAllA, EHPLf.ADOS F.N EL TRABAJO COTIDIA!lO. 

nn de lote :fechR c\n CA.~ucidar; suero anti VR células d~ f"enotioo conocido 

J\l 
1 

A2 ·~ O -
398-0 VI-1990 anti-A '----;:412-3+ -; neP, ne¡¡-
512 X-1990 anti-AD 4+ 3+ ¡ 3+ ¡ ncg 
~4Cl III-1909 anti-n nep. non 3-4+ ncr 

1 ;41, ae lote T 1'cchR riP cRñucidFld suP.ro Mnti célUl"l:=i Rlr células rr 

r 37CDB 1 V-1990 anti-O (HhU) 2-3+ ncp; 

sol. control ner,, nep; 

!la de lote f'echa de caducidad suero de Coombs céluleD Coombs positivo 

1/1 1/2 1/4 1/16 1/32 1/64 1/128; 1/256 

843~ I-1990 ( A G 11 ) 3+ ! 2+ ! + 1 (+) 1 p; 1 ner,. 1 nen ~ nen 

célulaR Coomhs n~rativn 
ne~ ncP1 nep¡ neg ¡ ncp, 1 ue1·. 1 ncF,; nep~ 

consur:io ctc Coornbs l+ ; 2+ ! + 
i 

( +) ~ r. 1 p; ne~ ; nCR 

AGH= anti flobulina hutTlanR 



CAPITULO IV 

D I S C U S I O N 

Se ha reportado que el tratamiento de las células con a;lutaraldeh!

do produce enlaces covalentes de loe grupos amino protéico, sin alterar los 

antígenos de la membrana de la célula, ni la propiedad de !'ijar los ant!

cuerpos. (1) 

En este trabajo se aplicó esto para mejorar la estabilidad de los -

eritrocitos, comprobándose que los antígenos ABO, y otros de la membrana!_

ritrocitaria (D, C, Fy8
, Jkb, K), se conservan adecuadamente un mínimo de 

días, tiempo que dur6 este estudio. 

Por otra parte se encontr6 que los complejos glóbulo rojo O + ant! 

-O permanecieron establea por lo menos 35 días, mientras que el complejo --

&J.6bulo rojo + C3 s6lo durante 14 días. En eate caso no eolamente ae eat!

bilizan lo sitios antig~nicos de la membrana, sino que los complejos Antig!, 

no/Anticuerpo IgG se mantienen estables en este lapso, a diferencia de los 

conservado• en CPOA-1 sin endurecimiento de- la membrana. 



CAPITULO V 

R E S U M E N 

En el Banco Central de Sangre de 1 Centro Médico Nacional, del Ins

tituto Mexicano del Seguro Social, se ha preparado hasta la fecha, un pa-

nel que está a una concentración de eritrocitos muy alta (50%). Dicho pa

nel requiere para su uso, un tiempo de preparación muy prolongado, perdié!!. 

dose parte del material biológico. Despu&s de cierto tiempo de preparado 

hay desprendimiento de anticuerpos de los complejos IgG y Cl. 

Por lo cual, en el presente trabajo, las células de fenotipo cono

cldo, frescas, congeladas durante JO d!as y descongeladas se glutaraldehi

.zaron '!endureciendo" su membrana ain alterar su antigenicidad [ l}, y la -

uni6n de loa anticuerpo• eapec!ficoa. Una parte de ellas, Ur, se ••n•ib! 

llzaron con anti-D (Rho) y otra parte con la fracci6n CJ del coaplemento.

S. re•u•pendieron a una concentraci6n úa baja (10%) • de la que actualmen-

t• 1e u1a. 

De e•ta forma se logró eliminar el tieapo prolongado de prepara-

ci6n ante1 de •u u•o; y •• preeerv6 el material biológico. También se pr!!, 

bó que. lo• &nticuerpos IgG no se despegaban evit,ndoae lavados extrae• de 

éata foraa ee eliminan falsos negativos de la reacción de Coombs. 



CAPITULO VI 

CONCLUSIONES 

- El tratamiento de los eritrocitos con glutaraldeh{do favoreció el 

endurecimiento de la membrana y la estabilización de los antlgenos 1 lo que 

pemite el empleo de las células de fenotipo conocido por más de 35 d!as a 

concentraciones mis bajas que las actualmente empleadas y prelavadas. 

- Los antlgenos A, B, D, e, Fy8 , Fyb, Jkb y K conservan su reacti

vidad casi inalterada por el mismo lapso de tiempo. 

- Simultineamente se encontró que los complejos antígeno/anticuerpo 

glóbulos rojos Rlr + anti-D se mantienen ••tables por da de 35 días. 

- Loa complejos con C3 se mantienen eola111ente 14 dba. 

- Wa c¡lulas congeladas, descongeladas y glutaraldehizadaa, moatr!. 

ron patrón de coaportoiento abd.lar al de las cilulaa anteriorMnte Mnci~ 

nadas: lo que peralte mayor flexibilidad en el empleo de eataa c¡lulaa. 
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A P E N D l C E 

8.1) PREPARACION DE LA SOLUCION ACUOSA DE GLUTARALDEHIDO AL 2,5% 

Material: 

- Matraz Erlenmeyer de 1000 ml 

- Balanza analltica 

- Agua Destilada 

- Frasco color ambar de 100 ml 

Reactivos: 

- Glutaraldehldo 2.5 gr. 

Disolver el glutaraldeh{do en 1000 al de agua destilada. 

8.2) PIEPARACIOll DEL AMOllTIGUADOB. DE FOSFATOS SALINOS A pH DE 7.2 

llatadal: 

- lalanH anaUtica 

- Matra& Erla .... yar de 1000 al. 

a.activo•: 

- Cloruro de Sodio (llaCl) 

- Fosfato disódico (Na2HP04l 

- Fosfato de potaaio (KH2P04) 

l.S gr. 

6,87 gr. 

2,48 gr. 

Disolver estos reactivos en 1000 ml. de agua destilada. 
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8.3) ELABORACION DE LA SOLUCION DE CITRATO-FOSFATOS PARA LA SOLUCION DE 

GLICERINA. 

Material: 

- Balanza anall:tica 

- Matraz Erlenmeyer de 1000 ml 

Reactivos: 

- Citrato de Potasio (K3C6H507·H20) 

- Fosfato de Sodio (NaH2P04 • 2Hz0) 

- Fosfato dis6dico (Na2HP04 anh!dro) 

19.4 gr. 

3.1 gr. 

6.37 gr. 

Disolver los reactivos en 600 ml de agua deatilada. 

- Preparar. la• soluciones a laa-concentracionee deseadas, de glicerina con 

eata aolucta:n. 

8.4) Ml!DIO DE CITRATO-POSFATO-DEXTROSA-ADENINA-I (CPDA-I) 

llaterlal• 

- !lacras aforado Htfril 

- lallba para filtrar 

- Porta filtro con filtro• de 0.2 ""4,, 0.4 ~. o.a""". y prefiltro Htfril 

- lalanu aulfeica 

leactivo1: 

- Clt rato trla&llco (Ra3C6H507 • 2H20l 5.88 ar. 
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- Fosfato diaodico (Na
2

HP0
4 

) 

- Acido c!trico (H
3

c6u
5
o

7 
•H20) 

- Adenina 

- Inosina 

- Cloruro de calcio (Cac1
2 

• 2H
2
0) 

- Cloranfenicol 

- Sulfato de neomicina 

- Albúmina bovina 22% 

3.149 gr. 

0.55 gr. 

O.OS gr. 

0.35 gr. 

0.040 gr. 

0.33 gr. 

0.10 gr. 

17 .O ml. 

En una probeta graduada colocar los reactivos y aforar a un litro 

con agua destilada ajustando el pH a 7. 3 con soluci6n normal de NaOH. 

Filtrar la solución en medio estéril. 

B. 5) PREPARACION DEL REACTIVO DE SUCROSA FOSFATOS PARA LA FIJACION DEL -

COllPLEM!llTO. 

llatarial: 

- llatrH !rleDMyer de 1000 111 

- lalanu aaaHtf.ca. 

laactivaa: 

- A¡ua libre de Hierro 

• Suerosa 

- Foofato dio6dico (Ha2HP04) 

- Foafaco aódico (NaH2Po4> 

l 000 111. 

9.2 ar. 

o. 7098 ar. 

o.6900 ar. 

Disolver la suerosa en 91 ml. de fosfato disódico y ajustar el pH-
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con el fosrato sódico a 6.1. 

B.6) GLUTARALDEHIZACION DE ERITROCITOS. 

- En un matraz Erlenmeyer de 250 ml. colocar lOOvolúmenee del amortiguador 

de fosfatos salinos. 

- Ag:-egar 4 volúmenes de los eritrocitos. 

- Mezclar suavemente 

- Añadir 20 volúmenes de la solución de glutaraldehido al 2.5%. 

- Mezclar suavemente. 

- Dejar a temperatura ambiente l hora. 

- Después de este lapso de tiempo, lavar los eritrocitos glutaraldehizados 

tres veces con solución salina fisiológica al 0.9% (SSF), a 1200 rpm dura~ 

te 20 minutos. 

- Resuspender los eritrocitos lavados al lOI, en el medio de conservaci6n 

CPDA-I. 

- Almacenar loa eritrocito• a 4°C. 

B. 7) CONGELACION DE ERITROCITOS CON GLICERINA, DESCONGELACION V GLl/TARALD! 

HIZACION. 

- En un matr~ Erlenmeyer de 250 ml. 

- Poner 1 volumen del paquete globular, previantente lavado tres veces con 

SSF. 

- Agregar un volumen de la soluci6n al 20 % 

- Mezclar suavemente 

- Agregar 1 volumen de solución de glicerina al 60% 
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- Mezclar suavemente 

- Congelar en hielo seco y acetona. (-70°C) 

- Almacenar durante 30 días a -20ºC 

- Descongelar a temperatura ambiente 

- Lavar una vez con cada una de las soluciones de glicerina a concentraci.2. 

nea decrecienten (16, a, 4, 2 %) ~ 

- Por último, lavar tres veces con SSF, hasta la desaparición de hemólisis 

- Glutaraldehizar como los eritrocitos frescos. 

8.8) OPSONIZACION DE ERITROCITOS POSITIVOS Y NEGATIVOS, CON A!ITI-D (Rho) 

- Hacer dos al!cuotas; una con eritrocitos IUT (positivos) y otra con er,! 

trocitos rr (negativos) 

- Hacer una dilución 1:32 del• suero anti-D (llho), con solución salina U

aiol69ica al 0.9%. 

- A¡ragar 1 vol....,n de la diluci6n dal 1uoro antl.-D (Rho), con 1 volu•n 

da adtrocito1. 

- Incubar l hora a bdo urla a 37ºC 

- Glutaraldabbar 

- Al .. cenar • 4°C. 

8. 9) OPSOllIZACIOll DI Wnoc:ITOS COllTltOL POSITIVO Y COllTltOL llGATIVO CON 

COMPLl!llEllTO. 

- Hacer doa al!cuotaait con eritrocitos R.lr; una para control poaltivo y 

otra para control negativo. 
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- Mezclar 5 sueros de diferentes personas de grupo O positivo. Hacer dos 

al!cuotae; una con suero con complemento y otra con suero descomplementado 

a 56°C por 30 minutos. 

- A la al!cuota destinada para control positivo, agregar 8.5 volúmenes del_ 

reactivo de suerosa fosfatos, más 1 volumen del paquete globular previame!!. 

te lavado con solución salina, y O.S volumen del suero sin descomplementar. 

- La alícuota destinada para control negativo, agregar las mismas cantida

des de reactivos y suero, pero este debe ser descomplementado. 

- Dejar incubar ambas al!cuotas, a temperatura ambiente por 30 minutos 

- Glutaraldehizar 

- Almacenar. 
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