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Introduccion

La inmunohematologia define la compatibilidad
transfusional en base estructural, es decir, la compatibi-
lidad depende de componentes estructurales de la mem-
brana de los glébulos rojos, de los anticuerpos y sus
interacciones.

Las técnicas serolégicas, actualmente disponibles,
permiten determinar en alto grado de resolucién las
interacciones entre células y anticuerpos.

En casos particulares, donde el fenotipaje se que-
da dificil, se pueden utilizar herramientas de biolo-
gla molecular para determinacién de los genes res-
ponsables por la produccién de los antigenos de
grupos sanguineos, o sea, deducir el fenotipo a partir
del genotipo.

Discutiremos aqui, las reacciones “in vitro” entre
antigenos de grupos sanguineos contra anticuerpos y el
fendmeno de hemaglutinacién que constituye la base de
casi todas las técnicas aplicadas en la serologia de los
grupos sanguineos.

Estructura y origen de los anticuerpos

Los anticuerpos o inmunoglobulinas son glicoproteinas
producidas por linfocitos B, presentes en el plasmay en
los fluidos extracelulares de todos los mamiferos y en
las membranas de los linfocitos B, donde actian como
receptores para antigenos.

Hay cinco clases de inmunoglobulinas definidas por
el tipo de cadena pesada presente en su estructura y
son denominadas IgG, IgM, IgA, IgD e IgE.

La unidad basica de los anticuerpos humanos esta
abajo representada por una molécula de inmunoglobulina
de clase IgG y es constituida por dos secuencias largas
denominadas cadenas pesadas y dos secuencias de-
nominadas cadenas ligeras. Puentes disulfuro al largo
de las cadenas peptidicas mantienen la estructura es-
pacial de lainmunoglobulinay promueven la unién entre
estas cadenas (Grafico 1).
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Grafico 1. Inmunoglobulina G - Mondémero.

Las secuencias peptidicas de las regiones constan-
tes de las cadenas ligeras y pesadas (CL, CP1-CP2-CP3)
constituyen la fraccion “Fc” comun a todos los anticuerpos
humanos y que pueden ser reconocidas por los
macréfagos con receptores de “Fc”. Las secuencias
peptidicas de las regiones variables de las cadenas li-
geras y pesadas (VL, VP) forman los sitios de union a
los antigenos y son por lo tanto responsables por la es-
pecificidad del anticuerpo.

La diversidad de anticuerpos con diferentes
especificidades, que constituye el repertorio de respues-
tasinmunes de un individuo, es heredada genéticamente.
Las regiones variables (VP, VL) de las cadenas pesadas
y ligeras de los anticuerpos son productos de una serie
de reordenamientos genéticos en el DNA de precurso-
res de los linfocitos B, lo que permite una gran variedad
de inmunoglobulinas especificas. Asi, la produccién de
clones de linfocitos B autorreactivos, o sea, productores
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de auto-anticuerpos, se vuelve inevitable. Sin embargo,
después de la expresién de las inmunoglobulinas de
superficie (slg) en los linfocitos B maduros, clones
autorreactivos empiezan a ser eliminados por un meca-
nismo llamado auto-tolerancia.

Especificidad y Reversibilidad de la Reaccion Antigeno-
Anticuerpo

La primera caracteristica basica de la reaccién
antigeno-anticuerpo es la especificidad, representada por
una estrecha relacién de complementariedad entre las
estructuras tridimensionales de las dos moléculas. Esta
complementariedad permite la maxima aproximacién
entre los sitios de unién de las moléculas de antigeno
(Ag) y anticuerpo (Ac). Las fuerzas de interaccién
molecular en el complejo "Ag-Ac” no son covalentes vy,
aungue individualmente débiles, en conjunto producen
una fuerte energia de cohesion.

Las uniones no covalentes entre el anticuerpo y el
antigeno pueden disociarse, demostrando la segunda
caracteristica béasica de la reaccién "Ag-Ac”, la
reversibilidad. Esta disociacién (elucion) puede ser he-
cha por varios procesos: calor, cambio del pH, la fuerza
iénica, disolventes orgénicos, etc.

Como se trata de una reaccion bimolecular reversi-
ble, se puede aplicar la ley de accién de masas y deter-
minar la constante de equilibrio o afinidad en la reac-
cién.

Ag + Ac & AdAc

Si(Ag) representa la concentracion del antigeno vy (Ac)
la concentracidon de anticuerpos, la aplicacion de la ley
de accién de masas, en equilibrio, nos permite conside-

rar:
(AgAc) = K
(Ag)(Ac)

“K" representa la “constante de equilibrio del siste-
ma"” y mide la afinidad del anticuerpo por el antigeno
correspondiente. Cuanto mayor es la constante K, mayor
es la afinidad del anticuerpo.

La Reaccion Antigeno-Anticuerpo es Exotérmica

Lareaccién antigeno-anticuerpo es exotérmica, o sea,
siempre produce una liberaciéon de calor, que es mas
negativa cuanto méas exotérmica es la reaccién. Un anti-
cuerpo que llamamos frio en inmunohematologia, tal
como el anti-l, libera una gran cantidad de calor en la
reaccién con su antigeno especifico y tiene un rango tér-
mico corto. En este caso, la constante de equilibrio del
sistema (K) varia fuertemente en temperaturas de 4 a
37°C y la afinidad del anticuerpo por el antigeno es
maéaxima en baja temperatura (4°C), mas débil a 25°Cy
hasta nula a 37°C. La aglutinacién de los gldébulos ro-
jos producida por anticuerpos frios es mejor visible a
4°C.
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Un anticuerpo tipicamente caliente, como el anti-RhD,
libera una pequena cantidad de calor en la reaccion con
su antigeno especifico y tiene un rango térmico amplio.
En este caso, la variacién de la constante de equilibrio
del sistema (K) es muy baja y la afinidad del anticuerpo
por el antigeno varia poco en reacciones de 4°Ca 37°Cy
la aglutinacién de los glébulos rojos es mejor visible a
37°C.

La Aglutinacién de los Glébulos Rojos

Si producimos ciertos cambios fisico-quimicos en
suspensiones de particulas de coloides o de células
como bacterias o gldébulos rojos, estas suspensiones
pierden la estabilidad y los coloides o células se
aglutinan, formando grumos a los cuales llamamos
“aglutinatos”.

La aglutinacion de glébulos rojos en suspensiones
fisioldgicas puede ocurrir por dos mecanismos bésicos:
especifico e inespecifico.

e Aglutinacién especifica

Sabemos que los glébulos rojos permanecen en sus-
pensién en solucién salina fisiolégica (NaCl 0,85%). Esta
estabilidad puede ser cambiada por la introduccién de
anticuerpos especificos que se fijan en antigenos de la
membrana eritrocitaria, produciendo la aglutinacién de
estas células.

Por un modelo conocido como “teoria de los puen-
tes”, las moléculas de anticuerpos son capaces de fijar-
se sobre sitios antigénicos de células adyacentes for-
mando puentes entre ellas. La aglutinacién se produce
cuando un nimero grande de células haya sido atrapa-
do en lared creada. Por este modelo, la mejor actividad
aglutinante de los anticuerpos de clase IgM est4 ligada
a su estructura pentamérica que es capaz de hacer puen-
tes entre mas de dos células. Veremos que esta con-
cepcién esincompletay que resulta de una simple ana-
logia con los fendmenos de precipitacion de antigenos
solubles. La “teoria de los puentes” es un modelo sim-
plista del fendmeno de aglutinacion de gldbulos rojos en
suspension y no permite comprender los ejemplos de
aglutinaciones inespecificas, o sea, en la ausencia de
anticuerpos.

e Aglutinacién inespecifica

Este fendmeno es conocido como “panaglutinacion”
y corresponde a la aglutinacion de glébulos rojos produ-
cida por otras substancias, que no son anticuerpos, cuan-
do son afadidas al medio de la suspensién, como:
detergentes, silice coloidal, iones metalicos vy
macromoléculas (albumina, polibreno, ficol, dextran).
Algunas fito-aglutininas o lecitinas pueden reconocer
antigenos de grupos sanguineos y producir la aglutina-
cién de los gldébulos rojos como los anticuerpos anti-
eritrocitarios.
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Procesos fisico-quimicos de la aglutinacion (Potencial
Zeta)

Para la comprensién de los fendmenos de
hemaglutinacion especifica y no especifica, necesitamos
de un modelo més complejo, con base en procesos fisi-
co-quimicos, donde el factor més importante a ser con-
siderado es la distancia media que separa los glébulos
rojos en suspension. Por la adiciéon de anticuerpos u otras
substancias al medio, esta distancia puede ser dismi-
nuida hasta un punto critico en que la aglutinacién ocu-
rre.

Los glébulos rojos se comportan como particulas
electronegativas en estudios de migracién electroforética.
Los grupos carboxilicos de las sialoglicoproteinas de la
membrana globular son los mayores responsables por
esta electronegatividad.

En medio salino (NaCl 0,85%), iones positivos de sodio
(Na*) son atraidos cerca de los glébulos rojos, creando
una doble capa de cargas positivas, que genera una fuer-
te repulsién interglobular.

La nube de iones positivos que involucra cada glébu-
lo, se vuelve menos densa mientras se aleja del glébulo.
La diferencia de potencial eléctrico creada entre la doble
capa de iones positivos (Na*) cerca del glébulo y el medio
con iones de sodio y cloruro en equilibrio (neutro), se
llama “Potencial Zeta". La fuerza de repulsién entre los
glébulos rojos, en medio salino, depende del valor del
potencial zeta (Grafico 2).

Considerando la carga eléctrica del glébulo rojo (y),
la fuerza iénica del medio de la suspensién (u) y la cons-
tante dieléctrica del medio (D), Pollack desarrollé la si-
guiente expresion del potencial zeta (Z): “Z = f {y, 1/D,
TAu}", o sea, la diferencia del potencial zeta es una
funcién que varia directamente con la electronegatividad
de la membrana eritrocitaria (y) e, inversamente con la
constante dieléctrica del medio de suspension (D) y con
la rafz cuadrada de fuerza iénica del medio (V).

Desde el punto de vista fisico-quimico, la aglutina-
cién ocurre por la agregacion de los glébulos rojos
(aglutinatos), cuando la distancia media entre ellos se
reduce hasta un valor minimo. Esta distancia depende
de los valores de dos fuerzas antagdnicas: la “tensién
interfacial” (fuerza de cohesién), que tiende a agregar
los glébulos rojos y la “fuerza de repulsién”, debida a los
escudos de cargas positivas creados alrededor de los
glébulos (cargas iguales se repelen). En la ausencia de
agentes aglutinantes, la fuerza de repulsiéon predomina
y mantiene la suspension globular estable en medio sa-
lino (Gréfico 3).

La nocién de “Potencial Zeta Critico (Zc)” definida por
Abramson, muestra que para valores muy elevados del
potencial zeta (en valores absolutos), los glébulos rojos
no se aglutinan, incluso en la presencia de anticuerpos
especificos. Disminuyéndose lentamente el potencial
zeta del sistema, se constata que la aglutinacién ocurre
en un valor determinado, que decimos el “Potencial Zeta
Critico” (Grafico 4).

Potencial Zeta =

Grafico 2. Potencial zeta

La reaccién Antigeno — Anticuerpo en

Inmunohematologia Pags. 67 / 73

Vol. XL / N°1/ 2014

Pag. 69

e Inmunohematologia

™ Asociacién Argentina
a ’ de Hemoterapia



Grafico 3. Suspension estable de globulos rojos. Repulsion >
Cohesion.

Grafico 4. Potencial zeta critico. Cohesion > Repulsion.

El potencial zeta de un sistema puede ser cambiado
de dos maneras:

e Por lareducciéon de la carga eléctrica de la membra-
na globular:

Incluimos en esta categoria, los efectos debidos al
tratamiento de los glébulos rojos con enzimas
proteoliticas, que sacan fragmentos de glicoproteinas
de la membrana, reduciendo su electronegatividad y al
efecto de la fijacién de anticuerpos sobre la membrana
eritrocitaria.

e Cambios en la composicién del medio:

Son los efectos debidos a los cambios de la fuerza
iénica y de la constante dieléctrica del sistema.

La aglutinabilidad de un sistema es mas alta mien-
tras mas bajo sea el valor del potencial Zeta. Pollack asf
relaciond los términos de su ecuacion:

P A (R
D Vu

Esta ecuacion nos muestra que el potencial Zeta pue-
de bajary aumentar la aglutinabilidad del sistema, o hasta
promover la aglutinacién de los glébulos rojos en sus-
pension, si el potencial zeta critico (Zc) es alcanzado, en
tres condiciones:

e sj la carga eléctrica del glébulo rojo (y) disminuye.

e sila constante dieléctrica (D) del sistema aumenta.

e si la fuerza iénica del medio (1) aumenta.

Las condiciones mencionadas son los principales
pardmetros utilizados para la comprensién de las reac-
ciones de aglutinacién y de los métodos de produccién
de aglutinaciones utilizados en los laboratorios de
inmunohematologia.
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El potencial zeta critico (Zc) y las clases de anticuerpos

Pollack explicé en bases fisico-quimicas las diferen-
cias de comportamiento de los anticuerpos de clase IgG
y de clase IgM en la aglutinacién de los glébulos rojos,
cuando reaccionan con antigenos de grupos sanguineos.

Se estima en -15 mV (mV= mili-volts), el potencial
zeta de una suspension de glébulos rojos RhD positivos
en NaCl 0,85%.

Por el ajuste de la fuerza iénica (u) y/o de la constante
dieléctrica (D) del medio de la suspensién, se puede
hacer variar el valor del potencial Zeta del sistema v,
mismo en la ausencia de anticuerpos anti-RhD, se ob-
serva que los globulos rojos tienden a aglutinarse, es-
pontaneamente, cuando se alcanza el potencial Zeta cri-
tico (Zc) alrededor de -7 mV. Este valor para el potencial
zeta critico, donde una aglutinacién inespecifica de los
glébulos rojos ocurre, no varia con diferentes suspensio-
nes celulares y, debido a esto, permite evaluar el valor
de la “tensién interfacial” (fuerza de cohesién) entre glé-
bulos rojos en suspensién salina (NaCl 0,85%).

Podemos rehacer los mismos ajustes anteriores, en
la presencia de anticuerpos anti-RhD de las clases IgG e
IgM.

Suspensiones de gldébulos rojos RhD positivos fueron
tratadas con anticuerpos anti-RhD de las clases IgG e
IgM y después los valores del potencial zeta de cada
suspension fueron cambiados, para la determinacion del
potencial Zeta critico (Zc) de cada sistema. El valor del
zeta critico (Zc) para las suspensiones tratadas con anti-
RhD de clase IgM, es alrededor de -18 hasta -23 mV,
mientras que aquellas tratadas con anti-RhD de clase
IgG, es alrededor de -8 hasta -10 mV.

Como el potencial Zeta critico (Zc) de la suspension
de glébulos rojos sensibilizados por anticuerpos anti-RhD
(IgM) es superior, en valor absoluto, al de la propia sus-
pension en NaCl al 0,85%, estos anticuerpos producen
aglutinacion en medio salino y son dichos “aglutinantes”.

Al contrario, el potencial Zeta critico (Zc) en la presen-
cia de anticuerpos anti-RhD de clase IgG, siendo inferior
al de la suspension en NaCl 0,85%, la aglutinacién de
los glébulos rojos no ocurre en medio salino y estos
anticuerpos son dichos “no aglutinantes”.

La ventaja de las moléculas de IgM sobre las de IgG
esta ligada a su peso molecular y a su estructura
pentamérica, mejor adaptada a la funcién aglutinante.

Influencia de los antigenos en la aglutinacion de los
globulos rojos

La aglutinacién de los glébulos rojos, en una suspen-
sién, no esta relacionada simplemente con las clases
de los anticuerpos, sino también, con el nimero y ubica-
cién de los sitios antigénicos.

Anticuerpos anti-A de clase IgM, por ejemplo,
aglutinan glébulos rojos A, 0 A, en suspension de NaCl
0.85%, pero no aglutinan glébulos A_. De la misma
manera, anticuerpos anti-RhD, de clase IgG, no aglutinan
glébulos RhD positivos en suspensién de NaCl 0,85%,
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pero aglutinan glébulos del fenotipo D—/D—, una va-
riante rara del sistema Rh que presenta un nimero mas
alto de sitios antigénicos en la membrana.

El nimero de antigenos es responsable por las dife-
rencias de comportamientos de los anticuerpos anti-Ay
anti-RhD en presencia de glébulos rojos Ay D—/D—,
respectivamente. Los glébulos A poseen un numero de
sitios antigénicos "A" alrededor de 1.000 receptores por
membrana, mientras que los globulos A, poseen alrede-
dor de 1.000.000. Los fenotipos RhD mas comunes po-
seen entre 10.000 hasta 30.000 sitios por membrana,
mientras que el fenotipo D—/D— posee alrededor de
100.000.

Existe una relacién clara entre aglutinabilidad de los
glébulos rojos y el nimero de sitios antigénicos presen-
tes en la membrana. Existe un nUmero critico de
antigenos para la produccién de aglutinacién, cuyo valor
depende del sistema de grupo sanguineo estudiado y
de las condiciones experimentales.

En el sistema ABO, el nimero critico de antigenos "A”
es alrededor de 2.000 hasta 3.000 receptores por célula,
lo que explica el hecho de que no se produzcan
aglutinaciones directas con los glébulos "A_".

La ubicacién de los antigenos en la membrana del
glébulo rojo es otro factor importante en la reaccién de
aglutinacion. Los antigenos pueden estar total o parcial-
mente involucrados (cripto-antigenos) e inaccesibles a
los anticuerpos. El ejemplo méas conocido es el antigeno
“T" gque normalmente no es reactivo en glébulos inte-
gros, pero gue después de la accion de enzimas
proteoliticas bacterianas (pacientes con septicemia),
quedan accesibles y poliaglutinables, toda vez que los
sueros humanos contienen auto-anticuerpos anti-T.

Técnicas de produccion de la aglutinacion de glébu-
los rojos

Los anticuerpos considerados “no aglutinantes” se
fijan sobre las membranas de los glébulos rojos sin pro-
ducir aglutinacién. Por esto, la visualizacion de las reac-
ciones de estos anticuerpos con sus respectivos
antigenos, depende de artificios técnicos para produc-
cién de aglutinacién.

En inmunohematologfa, estas técnicas son esencia-
les en la deteccién e identificacién de alo-anticuerpos
anti-eritrocitarios, en el fenotipaje del glébulo rojo, en el
diagnoéstico de las anemias hemoliticas auto-inmunes
(AHAI) y en el diagnéstico de las enfermedades
hemoliticas del recién-nacido (EHRN).

Discutiremos las técnicas méas importantes bajo la
ecuacion de Pollack para el potencial zeta:

e Tratamiento de los gldébulos rojos por enzimas
proteoliticas

La tripsina, la papaina, la bromelinay la ficina son las
principales enzimas proteoliticas utilizadas en las técni-
cas enziméticas de aglutinacién artificial.

Estas enzimas sacan de la membrana eritrocitaria,
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fragmentos peptidicos de glicoproteinas membranares
conteniendo moléculas de 4cido sidlico (electronegativas),
disminuyendo la carga negativa de los glébulos rojos.

Como consecuencia de la disminucién de la
electronegatividad de los gldbulos, los escudos de iones
positivos (Na*), atraidos cerca de las membranas glo-
bulares, disminuyen vy el valor de la diferencia de poten-
cial eléctrico (potencial zeta) entre estos escudos vy el
medio de suspensién en equilibrio (neutro), también dis-
minuye. Para valores mas bajos del potencial zeta, las
suspensiones de glébulos se quedan mas aglutinables.

Como ejemplo, glébulos rojos RhD positivos tratados
por las enzimas proteoliticas citadas pueden ser
aglutinados, en medio salino, por anticuerpos anti-RhD
de clase IgG (no aglutinantes).

e Adicién de macromoléculas

Pollack fue el primero en ofrecer un modelo fisico-
guimico de la aglutinacién en medio macromolecular, o
sea, el rol de la constante dieléctrica (D) del medio de
suspension.

Macromoléculas hidrosolubles como albUmina, PVP,
dextran, ficol, PEG, etc, afadidas al medio de suspen-
sién de los glébulos rojos, aumentan su constante
dieléctrica (D). Estas moléculas poseen una extremidad
positiva (aminica) y otra negativa (carboxilica) y se pola-
rizan en el campo eléctrico de los glébulos rojos en sus-
pensién. Una vez que son pesadas, son atraidas cerca
de los glébulos neutralizando sus cargas negativas y
promoviendo la dispersién de iones positivos (Na*) cer-
ca de ellos. La disminucién de este escudo de cargas
positivas, baja el valor del potencial zeta y disminuye la
fuerza de repulsién interglobular. Esto estad de acuerdo
con la ecuacion de Pollack, donde el potencial Zeta (Z)
es inversamente proporcional a la constante dieléctrica
(D) del medio de suspensién.

La albumina (al 20 — 30%) y el polietilenoglicol (PEG)
son los medios macromoleculares mas utilizados y su
eficacia depende del contenido de polimeros.

Reacciones falso-positivas pueden ser producidas
por el propio medio macromolecular, cuando un exce-
so de polimeros aumenta la constante dieléctrica (D)
hasta un punto donde el potencial Zeta critico (Zc) es
alcanzado vy el fenédmeno de la aglutinacién ocurre es-
pontdneamente, aln en la ausencia de anticuerpos
(panaglutinacion).

Las reacciones falso-positivas pueden ser evidencia-
das por la utilizacion de sueros-control producidos por €l
mismo fabricante y conteniendo el mismo medio
macromolecular de los sueros de clasificaciéon sangui-
nea. El uso de estos controles es obligatorio por las nor-
mas técnicas vigentes.

e Cambio de la fuerza i6énica del medio

Una concentracién muy elevada de ciertos cationes
(Cr3+, Si3+) puede producir una “panaglutinacién” de
una suspensioén de gldbulos rojos no sensibilizados.

Los cationes introducidos en el medio cambia poco
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la nube idnica alrededor de los glébulos, toda vez que la
densidad de esta nube de cationes depende de la carga
negativa de los glébulos. Sin embargo, la diferencia de
potencial (potencial zeta) disminuye entre los escudos
de cargas positivas alrededor de los glébulos rojos vy el
medio de suspensién que se queda mas iénico por el
exceso de cationes, resultando en una disminucion de
la fuerza de repulsion interglobular.

Esto estéd en acuerdo con la ecuacion de Pollack, don-
de un aumento de la fuerza iénica (u) lleva a una dismi-
nucién del potencial Zeta de la suspensién de glébulos
rojos en NaCl 0,85%, lo que favorece la aparicién del
fendmeno de aglutinacion.

La fuerza iénica desempefa un rol importante en el
equilibrio primario de la reaccién antigeno-anticuerpo,
siendo su efecto manifestado bajo dos aspectos anta-
gonicos. Si un aumento de “u” lleva a un aumento de la
aglutinabilidad, en la préactica concentraciones iénicas
elevadas compiten con los anticuerpos e inhiben su fija-
cion inicial sobre los antigenos, llevando a un efecto in-
verso al deseado.

Técnicamente, en las reacciones llamadas de dos
tiempos (LISS/Coombs), la etapa de sensibilizacion ocu-
rre en medio isoténico de baja fuerza idnica (LISS), au-
mentando la fijacién inicial de los anticuerpos sobre los
antigenos membranares correspondientes (mas alta sen-
sibilidad de la reaccién), ademés de reducir el tiempo
deincubacién. La etapa de revelacion de los anticuerpos
fijados sobre la membrana eritrocitaria, por la adicién de
la antiglobulina humana (suero de Coombs), es ejecuta-
da después de una serie de lavados de los gldébulos
rojos con salina (NaCl 0,85%) que es un medio de fuerza
ionica normal.

Enlatécnica de “Gel-centrifugacion”, las reacciones
de LISS/Coombs no presentan la etapa de lavados de
los glébulos rojos después de la etapa de incubacion.
En estos casos, la solucién de baja fuerza idnica es cam-
biada (LISS mod.) por un pequefo aumento de su cons-
tante dieléctrica (D), para compensar el efecto de la dis-
minucién de la fuerza iénica del medio de la suspensién
(1) sobre el potencial zeta (2).

Observen que se puede trabajar, al mismo tiempo,
en mas de una variante de la ecuacién del potencial zeta
(Z) de Pollack.

e Prueba de la antiglobulina humana o prueba de
Coombs

La prueba de la antiglobulina humana o prueba de
Coombs representa la técnica mas importante de agluti-
nacion artificial en inmunohematologia.

Por un procedimiento inmunoldgico, esta reaccién nos
permite revelar la presencia de anticuerpos “no
aglutinantes” en la membrana del glébulo rojo. Decimos
“procedimiento inmunoldgico”, porque los sueros de
Coombs son compuestos de anticuerpos contra
anticuerpos humanos. Son producidos por la inyeccién
de cadenas leves y pesadas de lgGs humanas en anima-
les (conejos u ovejas), que producen anticuerpos contra
las fracciones “Fc” de las inmunoglobulinas humanas.
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Estos anticuerpos pueden reconocer cualquier
inmunoglobulina humana, por esto en la ejecucién de la
prueba de Coombs es necesario lavar los glébulos ro-
jos, después de la etapa de sensibilizacién (incubacién)
y antes de la adiciéon del suero de Coombs, con el pro-
pdésito de remover los anticuerpos libres. Los gldébulos
rojos quedan involucrados solamente con los anticuerpos
que se ligaran especificamente con sus antigenos
membranares. En la técnica de “Gel-centrifugacion”, don-
de no hay lavados, la separacién de los anticuerpos li-
bres de los fijados sobre antigenos membranares ocu-
rre por un gradiente de centrifugacion.

Cuando anadimos el suero de Coombs, los
anticuerpos antiglobulinas humanas (AGH), se ligan en
las fracciones “Fc” de los anticuerpos anti-eritrocitarios
fijados en la membrana globular. Considerando su es-
tructura tridimensional, cada fraccién “Fc” de un anticuer-
po fijado en la membrana globular, puede reaccionar con
diversas moléculas de antiglobulinas humanas (AGH).
De esta manera queda mas grande y mas pesado. La
capacidad de aglutinacién de los anticuerpos de la cla-
se lgG ligados ala AGH es similar a la de los de clase IgM
que son naturalmente “aglutinantes” (Grafico b).

La sensibilidad de la prueba de Coombs indirecto
(PCI) puede ser aumentada por procedimientos que cam-
bian la primera etapa de la reaccién, o sea, de la fijacion
de los anticuerpos durante la incubacién. Los més utili-
zados son: adicién de albumina al 22% (BSA) o
polietilenoglicol (PEG) al medio, uso de medios de baja
fuerza iénica (LISS) y la utilizacién de glébulos rojos ya
tratados por enzimas proteoliticas.

La adicién de albumina o polietilenoglicol (PEG) au-
menta la constante dieléctrica (D) del medio de suspen-
sion y baja el valor del potencial zeta (Z), favoreciendo la
fijacion inicial de los anticuerpos a la membrana
eritrocitaria por la disipacién de iones positivos cerca de
la membrana, sin embargo este procedimiento es me-
nos eficaz que la disminucién de la fuerza iénica del
medio.

El uso de glébulos rojos pre-tratados con enzimas
proteoliticas (tripsina o papaina) en prueba de Coombs
indirecto (PCl), es un procedimiento indicado para mejo-
rar la deteccion de anticuerpos anti-Kidd.

Otros factores que influencian la reaccion de
hemaglutinacion

La temperatura de la reaccién y el pH del medio de
suspensién influencian la fijacién primaria de los
anticuerpos sobre sus antigenos y sobre el fenémeno de
aglutinacién, ya que los dos aspectos de la reacciéon no
son disociables.

Como ya se discutié anteriormente, distinguimos dos
temperaturas de reaccién: un primer grupo presenta re-
acciones éptimas en bajas temperaturas y otro grupo
presenta reacciones éptimas en temperaturas mas ele-
vadas.

Los anticuerpos activos en temperaturas bajas (4°C),
también llamados “anticuerpos frios” corresponden, prin-
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Grafico 5. Prueba da Antiglobulina Indirecta

cipalmente, a las especificidades anti-l, -H, -A, -B, -AB,
-Le,-M, -Ny -P,. Se trata, normalmente, de anticuerpos
naturales regulares o irregulares.

Los anticuerpos llamados “inmunes” reaccionan me-
jor en 37°C y son, también, llamados “anticuerpos ca-
lientes”. Este es el caso, por ejemplo, de los anticuerpos
de los sistemas Rh, Kell, Duffy, Kidd, MNS, Diego, etc.

Los cambios de pH entre 6,0 y 8,0 tienen poca o nin-
guna influencia sobre la reactividad de los anticuerpos.
Fuera de estos limites se puede observar hemélisis de
los glébulos rojos para valores extremos del pH, o una
inhibicion de la aglutinacidon debida a una disminucion
importante de la constante de asociacién de los
anticuerpos.
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