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El fenémeno de la hemaglutinaci6n es el resultado de la reaccién antigeno/anticuerpo “in vitro”. Se produce
cuando los critrocitos portadores de un antfgeno (Ag) determinado son-pucstos en contacto con ¢l anticuerpo
(Ac) especifico correspondicnte al Ag, que actiia como un puente de cnlace entre los critrocitos, que de csa
forma se aglutinan. La reaccidn es reversible y las células aglutinadas pueden ser parcial o totalmente disociadas
si se suministra la energia necesaria. La retrodifusién ldser es una herramienta muy sensible que ha sido
exitosamente utilizada para analizar la agregacion eritrocitaria. En este trabajo se propone la aplicaci6n de la
retrodifusién ldser en un viscosfmetro rotacional al estudio de la hemaglutinacién inmunolégica en el grupo A
del sistema ABO. Las mediciones de la resistencia fisica de los enlaces entre células aglutinadas y la cinética
de disociaci6n se realizaron utilizando la retrodifusién ldser. La disociacién fue llevada a cabo por aplicacién
de una tensién de corte en un viscosimetro Couette transparente. Se obtiene una curva de intensidad retrodifundida,
que se ajusta por una funcién exponencial del tipo: r’(:):r(]—cxp(—t.m)), donde r’(#) es el valor de
intensidad instanténeo, r €l correspondiente a la disociacién total y m es el pardmetro caracteristico de la
funcién. El valor de m aparece correlativo de la concentracion del reactivo y por lo tanto de la potencia de la

reaccion.

Inmunologic hemagglutination results from the “in vitro” antigen/antibody reaction, produced when erythrocytes
carrying specific antigenic sites react against the corresponding antibody (Ab) contained in the suspending
medium. Two red cells become agglutinated when an Ab links them. This is a reversible reaction and the
agglutinates can be partially or fully dissociated if an adequate amount of energy is applied. Laser backscattering
is an interesting tool which has been successfully applied to study erythrocyte aggregation. The application of
the laser backscattering method to the kinetic analysis of mechanical dissociation of the red cell agglutinates,
carried out in a transparent Couette viscometer is proposed in this paper. Red cell agglutinates were dissociated
by applying a constant shear stress to the agglutinate suspension. Laser backscattering lets to follow the
dissociation process. Dissociation curves were obtained and adjusted by an exponential function of the type:
ri)=r (l—exp(—t.m)) , were r’(¢) and r are backscattered intensities taken at time ¢ and at the end of the
process respectively, and m is the parameter characterizing the function. The strength of the reaction depends

on the Ab concentration which appears correlative of /m.

. L. INTRODUCCION

Los gl6bulos son particulas que, en suspen-
sién, colisionan entre ellos por movimiento brow-
niano y se adhieren mutuamentc para formar agre-
gados de diferentes tamafios’, proceso reversible,
pues basta una pequefia tensién de cisallamiento para
producir la desagregacién. Dos factores fundamen-
tales intervienen en la agregacién®:
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1) las fuerzas de atraccién intermolecular de
Van der Walls y

2) la doble capa eléctrica que rodea los glébu-
los y que se opone a la agregacién por la repulsién
electrostdtica.

Mills y Aufrere® y Mills y Snabre* analizaron
teéricamente el fenémeno de la retrodifusién l4ser
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por glébulos en suspensién y propusieron un instru-
mento denominado Eritroagregdmetro®, que aplica
este fenémeno Optico al andlisis del proceso de
agregacién. La intensidad retrorreflejada es propor-
cional al ndmero y tamafio de las particulas en sus-
pensién. El Eritroagregdmetro consta de un visco-
simetro rotacional tipo Couette, de cilindros coaxia-
les. El cilindro interior es fijo, opaco y termosta-
tizado. El cilindro exterior es de acrilico transparen-
te y gira alrededor de su eje con velocidad controla-
da. Con la viscocidad del suero, a la mdxima velo-
cidad de rotacién el gradiente de deformacién gene-
ra una tensién de corte capaz de disociar completa-
mente los aglutinados critrocitos.

La hemaglutinacién inmunolégica cs un fené-
meno biofisico similar a la agregacién. Los eritrocitos
llevan sobre su membrana un ndmero variable de
antigenos especificos que pueden fijar los anticuerpos
correspondientes (inmunoglobulinas) contenidos en
el medio de suspensién. Las moléculas de inmuno-
globulinas pueden fijarse simultdneamente a dos
células adyacentes uniéndolas. La fijacién de un
anticuerpo (Ac) sobre un sitio antigénico (Ag) es
una reaccién que libera una pequefia cantidad de
energia disipada en forma de calor. La intensidad de
la reaccién inmunolégica se mide por el tamaiio de
los aglutinados y depende del nimero de sitios
antigénicos existente sobre la membrana celular y
de la concentracién de anticuerpos presentes en el
medio. La densidad de antigenos sobre la membrana
eritrocitaria es el pardmetro que define los subgrupos
dentro de un grupo. ’ ’

Constante de asociacion del sistema Ag-Ac.

La combinacién entre el sitio antigénico (Ag) y
el sitio Anticuerpo (Ac) es una reaccién bimo-lecular
reversible que puede escribirse®: Ag + Ac < Ag Ac,
donde Ag Ac es el inmunocomplejo. Si se denomina ¥
la constante de velocidad de asociacién y ¢’ la cons-
tante de velocidad de disociacién del complejo Ag-Ac,
en equilibrio

K(constante de asociacién )= (Aghc) =l, )
(Ag)(Ac) T

donde K mide la estabilidad del complejo Ag-Ac o
afinidad intrinseca del Ag por el Ac.

La aglutinacién eritrocitaria inmunoldgica se
produce con liberacién de una cantidad de energia.
El enlace Ac-Ag puede disociarsc si se suministra
la energfa equivalente a la liberada durante la reac-
cién. La energia total liberada por la reaccién sc
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Fig. 1: Esquema del eritroagregdmetro.

calcula por el producto del nimero enlaces (Ag—Ac)
por la energia correspondiente a un enlace, pero se
estima por el drea superficial aglutinada de los
hematfes y es proporcional al nimero de haptenos
fijados a la membrana,

W=W,-N, @

donde W, es la energia correspondiente a la fijacién
de un sitio antigénico, y N; es el nimero de sitios
antigénicos fijados sobre la membrana. La energia
de disociacién mecdnica es la suma de la energia
electrostdtica de repulsién del potencial { de las
células y del trabajo mecdnico de las tensiones de
corte aplicadas a la disociacio6n.

Existen varios factores que describen el fené-
meno de hemaglutinacién inmunolégica: (i) La ener-
gia liberada, estimada por la magnitud de las fuer-
zas hidrodindmicas requeridas para disociar total-
mente los eritrocitos aglutinados, (i1) La cinética de
aglutinacién, caracterizada por el tiempo requerido
para alcanzar el estado de equilibrio, y (iii) La re-
accion de aglutinacion, caracterizada por el nimero
de células incorporadas en cada aglutinado o por la
relacién entre el drea aglutinada ¢, por unidad de
volumen en el estado aglutinado y el 4rea celular o
por unidad de volumen es el estado dispersado: ¢,/
Gy. Este cociente es funcién de la energia de fija-
ci6én de la inmunoglobulina, de la concentracién de
anticuerpos en el medio y de la densidad de sitios
antigénicos sobre cada célula.

El modelo de Mills y colaboradores™*, supone
que un haz ldser que incide normalmente sobre la
superficie de la ldmina de superposicién globular,
contenida en el viscosimetro Couette, es atenuado
por absorcién y dispersién sobre las células. Este
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proceso es gobernado por tres factores esenciales: la
orientacién de los gl6bulos rojos con respecto a la
direccién de incidencia del haz, la deformacién de
los glébulos rojos y el estado de aglutinacién de las
células. La retrorreflexién difusa r* correspondiente
a un haz de luz colimado que incide normalmente a
la superficie de la suspensién es:

I,

* , "1
rv= exp(—k —) -
f I+k’+k’(7_-r ) (3)

donde r,, es la reflectancia difusa de una suspensién
isotrépicamente iluminada, k* es un factor que defi-
ne el espesor del trayecto de luz isotrdpica, pu es el
coeficiente de absorcién y f es el coeficiente de
difusién lineal que se calcula con el camino libre de
la luz (A), el pardmetro de anisotropfa g, el nimero
de particulas por unidad de volumen (N,) y la frac-
cién isotrdpica de la superficie celular especifica o;

5 O4=Nyo; @

Considerando las superficies de las dreas
aglutinadas (o), de los glébulos aislados (o), de
los glébulos aislados no orientados (g) y de los
“aglutinados” (0”) y, las reflectancias difusas de los
glébulos aislados no orientados (r) y de los
“aglutinados” (r’), se puede escribir:

<G 4> <o’> r
=1- =l-—=G
<G> r &)

1
<G>

G es un indice de aglutinacién facilmente utilizable.
El registro fotométrico de la intensidad retrodifundida
durante la disociacién por corte, suministra la cinética
de disociacién de los aglutinados. Las curvas de
intensidad retrodifundida muestran un patrén tipico

r=rnfl-e"] ©)

r’(1) es el valor instanténeo de la intensidad relativa
retrodifundida, r’y=r’(t =) corresponde a los
eritrocitos monodispersos y m es el pardmetro ca-
racteristico de la funcién. La regresién logaritmica
genera una recta cuya pendiente es el valor medio
de m. La inversa, T=1/m, se define como tiempo
caracteristico de la disociacién y estd correlacionada
con la potencia de la reaccién. La integracién de la
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expresién (5) nos permite deducir que la energfa de
disociacién W es:

t t t
Wty =KE () +0=" { Gdr = _[ (1-5)4:: f (’—;i)dz

0

K, ¢ y V¥ son constantes de escala. Para cada pro-
ceso se puede estimar la energia relativa de disocia-
cién entre el comienzo (¢ =0) y el final del proceso
(t=t;) haciendo (Fig. 2):

S

tiempo (s)

Fig. 2: Estimacién de la energia relativa de disociacion.

i=0,1, 2“‘ ..... (8)

IL. MATERIALES Y METODOS

Glébulos rojos de diferentes grupos del siste-
ma ABO (A, A, A, AxB y AL) lavados y
resuspendidos al 30.8 % de concentracién en medio
de suspensién, que fue preparado disolviendo albu-
mina humana en solucién fisiolégica, hasta alcanzar
una viscosidad dindmica de 1.8 mPa.s, en el cual se
dilufan los antisueros en la denominada serie de
dobles diluciones (1/2, 1/4, 1/8, 1/16...1/512). Se
preparaba, ademds una suspensién control, con los
mismos glébulos rojos lavados, en medio albuminoso
sin antisueros. Al carecer de anticuerpos no se pro-
ducia reaccién de aglutinacién.

El proceso de disociacién de los aglutinados
se realiza por cizalladura en el Eritroagregdmetro.
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Un volumen de suspensién de eritrocitos con la
dilucién adecuada de anticuerpos, homogeneizada,
es introducida en el eritroagregdmetro. Luego de 6
min. de reposo para completar la aglutinacién se
- aplica la médxima velocidad de rotacién durante 1
min., tiempo suficiente para disociar totalmente los
aglutinados. Durante este periodo se registran y al-
macenan 6000 lecturas de retrodifusién y se traza cn
el monitor y se imprimen; la curva.(r’) vs. tiempo

(¢) para los 6 primeros segundos de rotacién y los

resultados (Fig. 3). La intensidad de luz retrodifun-
dida aumenta en la medida que los aglutinados se
disocian. Un “soft” especialmente desarrollado co-
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Fig. 3: Impresion de los resultados.

manda y controla el proceso. Los datos impresos
son: m (inversa del tiempo caracteristico de diso-
ciacién), R (coeficiente de correlacién del ajuste de
la curva), T, (tiempo de disociacién correspondien-
te al 90 % de la disociacién total), E, (cstimacién
de la energia de disociacién) y PR (pendiente de la
primera rama de la curva).

III. RESULTADOS

En la Tabla I se presentan los resultados de
estudios realizados sobre gl6bulos rojos A, prove-
nientes de un mismo dador con diferentes diluciones
de antisuero policlonal anti-A. El nimero de giébu-
los rojos en cada muestra se estimé en 3.7 . 105/p1.
También se presentan los pardmetros correspondien-
tes al consumo de anticuerpos. Se deduce que la mues-
tra ha consumido un equivalente a una dilucién 1/9.68.

543 - ANALES AFA, VOL. 5

Dilucién m [s~1] R E, [0/00] Ty [s]
1/4 0.209  0.957 1757 4423
1/8 0.307  0.897 133.0 2491
/16 0.421  0.924 43.0 5.93
1/32 0979  0.952 19.3 1.84
1/64 2,571 0.938 12.4 0.45
17128 3.275  0.802 3.4 0.37
Testigo 3.575  0.792 0.0 0.34
Consumo 1/8 2.383  0.904 13.3° 0.44

Tabla I: Reaccion de eritrocitos A, / anti-A policlonal
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2
(TESTIGO

100

1
i
s
e e
80}
60

iy

20 /
L 1 i 1 L A I A

0 0,6 1 15 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 55 .1
tiempo (s)

Fig. 4: Curvas de disociacién experimental para glébulos
A frente a diluciones de anti-A

La Fig. 4 presenta las correspondientes curvas
experimentales de disociacién y la Fig. 5 muestra
los diagramas de m, E,;y T,, en funcién del logaritimo
de la dilucién del antisucro, promediados sobre seis
cxpericncias, notdndose la corrclacién entre los va-
lores de los pardmetros diagramados y la dilucién
del antisuero.

Las curvas de m en funcién del logaritmo de
la diluci6én presentaron un patrén hiperbdlico (Fig.
5), por lo que se dedujo que su inversa (//m) podia
ajustarse por la regresi6n lineal. Esto se verificé y
se aplicé en una serie de experimentos realizados
con glébulos A, A,, A;, ABy A frente a la serie
de doble diluciones de un suero policlonal anti-A
(Fig. 6). Se comprobé que la pendiente y la altura
de las rectas de regresién se correlacionan con la
capacidad antigénica de los hematies, es decir, cum-
plen una funcién similar a la constante de asocia-
cion K*.
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IV. DISCUSION Y CONCLUSIONES -
Los resultados obtenidos en més de 400 expe-
rimentos, con” el método propuesto, que -aplica

retrodifusién ldser combinado con el. proceso reo- .

mecdnico de disociacién de los aglutinados por ten-
siones de corte, avalan la efectividad del*método.
La dispersién de resuitados es minima (< 2 %) como
lo s también el coeficiente de variacién (<1 %),
determinado en pruebas ciegas realizadas por dife-
rentes operadores. Esto remarca la repetitividad y la.
objctlwdad del ' método, evidenciando una respuesta
posmva a las espectativas creadas. Resultan signifi-
" cativas, por otra parte, las correlaciones entre los
parametros analizados y- la constante de asociacién,
normalmente determmada por metodos termodin4-
micos. Es un metodo interesante para obtener una
estlmacuSn de Ja energla de aglutmac16n y. estudlar
, por esta’ v1a la aflmdad de los reactivos, como .asf
tambxen analizar la.modificacién de’ la capacxdad
antigénica celular y de la estructura de los - anticuerpos

pOI' influencias oncogemcas. “ f
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Fig. 6: Rectas de rjégre.s‘ién de 1/m en funcién del logaritmo
de la dilucion del Ac.
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