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En un trabajo previo() se present6 el desarrollo de una técnica basada en el fenémeno de *“light
scattering’” a 90°, para analizar la cinética de agregacién de inmunocomplejos (Ag-Ac). Con el
objetivo de aplicar dicha técnica al control de calidad de solucioncs de inmunoglobulinas utilizadas
en andlisis inmunoldégicos, mediantc la determinacién de la concentracién de sustancia activa
presente en las mismas, se perfeccioné el montaje experimental primitivo, incorporindole un
convertidor A/D con 32 memorias de 256 *‘bites’’ cada una, conectado a una PC de 640 K. De esa
forma se elimind, pricticamente, toda subjetividad en el procesamiento y se incrementd la
precision y repetitividad de los resultados. Se implement6 un programa para la transferencia y
almacenamiento numérico. Los resultados de una detcrminacidn surgen por impresora 20 minutos
despues de iniciado cl proceso experimental. Tal brevedad en el tiempo de procesamiento, reviste
especial importancia en las determinaciones inmuno-bioquimicas relacionadas con Bancos de
Sangre y Neonatologia.

(%) Rasia, R.; Valverde, J.; Foresto, P.; Riquelme, B.; Desarrollo de un método éptico parala de-
terminacion de concentraciones antigénicas desconocidas. Reunion Nacional de Fisica N273

(AFA“88).
INTRODUCCION

La cuantificacion del contenido antigénico (Ag)
de una suspension, requiere de una técnica que no
dependa del tamafio absoluto de los complejos anti-
geno-anticuerpo (Ag-Ac). En este trabajo se han
investigado los procedimientos que aplican el fenémeno
de difusién de la luz por particulas pequefias, para
determinar concentraciones desconocidas en una
muestra dada, a través de 1a cinética de formacién de
complejos transitorios cuyos tamaiios van creciendo
en el curso de 1a reaccion.

Seestablecenlos valorcs méximos dela variacion,
en el tiempo, de la intensidad medida a 90° con
respecto al haz incidente (I, ), tomédndose como valo-
res de referencialos correspondientes a antiglobulina
(algG) estdndar humana en concentraciones cono-
cidas. Bajo condiciones dc Rayleigh-Debye, 1a varia-
cion en el tiempo de la intensidad medida depende
solamente del cambio de tamafio y forma de los dis-
persores y serfa independiente del tamarfio molecular
absoluto del complejo Ag-Ac formado en la primera
etapa de la reaccién de las inmunoprecipitinas(®). Se
ha demostrado (*), que las técnicas basadas en las
medidas de 1a variacién en el tiempo de 1a intensidad
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de luz difusa, rcsultan ser mds confiables, parala de-
terminacién de concentraciones séricas de algG, que
las técnicas de inmunodifusién radial en gel (IDR), la
que depende de las migracioncs difusionales del
estdndar y de la muestra en una matriz gel. Enel caso
particular de las algG de uso inmunohematolégico,
las técnicas cldsicas de control estdn condicionadas a
otros pardmetros que pueden modificar los resulta-
dos, tales comola densidad antigénica de los eritroci-
tos con distintos fenotipos Rh, que conducen a
modificaciones en la capacidad de reaccién. El método
propucsto permite el control de calidad de algG, inde-
pendizdndolo del pardmetro mencionado.

CONSIDERACIONES TEORICAS

Las reacciones Ag-Ac, y la subsiguiente formacién
de las inmunoprecipitinas ocurre en tres etapas:
ETAPA I '
Anticuerpo (Ac) + Antigeno (Ag)—> Ac Ag (instantinea)
x Ac + y Ag —> Ac, Ag
ETAPA I (formacién de complejos tran31tonos)
mAc, Agy. —> (Ac,Ag), (segundos o minutos)
ETAPA III (formaci6n de precipitados)
(Ac, Agy ).—> PRECIPITADO (minutos u horas)
Estas reacciones, han sido ampliamente estudia-
das (**), verificandose que, de las tres etapas, la

LA PLATA 1990 - 284



segunda es la que recibe la mayor contribucién del
estudio del fenémeno de difusion de luz durante los
estados intermedios de la reaccién. Esto es debido a
que la primera etapa es demasiado rdpida como para
ser observada, y en la dltima la intensidad varia muy
poco en el tiempo, necesitdndose largos periodos de
ticmpo (incluso horas) para obtener datos apreciables.

La formacién de complejos transitorios (Ac, Ag).
amedida que transcurre el tiempo, lleva a un mcre-
mento del tamano de los centros dispersores, por lo
cual se producen variaciones en la intensidad disper-
sada. Se dice que una particula es un dispersor de
Rayleigh cuando sus dimensiones (d), son muy
pequeiias comparadas con la longitud de onda (A) de
laluz incidente, es decir: d <<A. Para cste caso, se ha
demostrado (°) que la intensidad dispersada a un
dngulo O estd dada por:

I(G)):Io_i;:_az(lwosze) (1)
donde 1 es la intensidad de la luz incidente, r es la
distancia desde cl dispersor al observador y o es la
polarizabilidad del dispersor.

Si hay N partfculas dispersantes por cm®y Ces la
concentracion en g/cm?, la polarizabilidad de las N
particulas dispersantes se puede expresar de la siguicnte
manera (°):

_n dn M
C=r d& N @

A

donde nes el indice de refraccion del medio (solvente),
M es el peso molecular promedio, dn/dCes el cambio
en el indice de refraccién debido a 1a formacion de
particulas dispersantes y N, es el mimero de Avogadro.
Si las particulas son ahora de tamafio comparable
a la longitud de onda (d es dcl orden de A), cada
particula puede ser subdividida en elementos de
volumen donde cada uno de ellos es tratado como un
dispersor de Rayleigh, excitado por el campo in-
cidente, el cual no es perturbado por la prcsencia del
resto de las particulas. Estamos, entonces, en presen-
ciadelallamadadispersion de Rayleigh-Debye, para
la cual 1a intensidad de luz dispersada resulta ser (°):
I"(©)=P(©) I(O) 3)
donde P(O) cs un factor de tamafio y forma, e I(©) es
la intensidad dispersada a un 4dngulo © por disper-
sorcs de Rayleigh.
En sus trabajos, Buffone (*) cstimé6 que el didmetro
mediode los complejos Ag-Ac(d),esde450a700nm
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aproximadamente. Por esto, para una longitud de
onda de luz incidente del orden de los 600 nm, resulta
que d es del orden de A y suponiendo que el indice de
refracciénde las particulases similaral del medio que
las rodea, la dispersion se produce en condiciones de
Raylcigh-Debye (d = A).

Diferenciando la ecuacién(3) con respecto al ticmpo,
obtenemos:

d 1(@) _d l(@) d P(©)

P(@) + —57—1(©) (4

V()=

Sila solucién es muy diluida, es factible suponer
que o variard muy poco en el tiempo, por 1o cual:

do?/dt=0
cn cf)nsecuencia, dclaec. (1):
dIQ)/dt=0

de donde se concluye que:

dar (G)) d P(@)

V(O)—

(%)

Es decir que, en las condiciones de Raileigh-
Debye, la variacion en el tiempo de 1a intensidad de
luz dispersada en la direccion ©, a la que denomina-
mos velocidad deladispersion V(®), dependerd sola-
mentc de la manera en que vayan cambiando en el
tiempoeltamafio ylaformadelos dispersores, y scria
independiente de la forma molecular inicial de los
complejos dispersores Ac,Ag , es decir, de aque-llos
formados en la primera etapa de 1a reaccién dc las
inmunoprecipitinas.

MATERIAL BIOLOGICO

Se utiliz6 una solucién isot6nica de inmunoglo-
bulina G humana al 16.5%, producida por la Univer-
sidad Nacional de C6rdoba (Laboratorio de Hemo-
derivados), (Lote 8201 - 234) y purificada por pre-
cipitacion con sulfato de amonio, di4lisis y cromato-
grafia cn DEAE (Celulosa).

Se analizaron sueros de distintos laboratorios y
lotes. Como suero cstdndar se utilizé el lote AHS
224-1 GD.

Sec utiliz6 un laser de He-Ne (modelo LO121P de
Laser Optics S.A.-Argentina) de 3mW de potencia.
Lalongitud de onda dcl haz ¢s de 632.8nm, y tiene un
factor de polarizacién 500:1. Ellaser fue montado de
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manera tal que el haz atravesara horizontalmente la
celda y que el campo E de la radiacion clectro-
magnética fuera perpendicular al plano dc dispersion
elegido paralas mediciones (plano perpendicular ala
superficie del liquido).
~ Los otros clementos se listan a continuacion:
-Celda contecnedora de 1a muestra: fue construida en
vidrio Pirex con fondo ncgro mate. Didmctro externo
= 2.58 cm., didmetro interno = 2.23 cm., altura =
1.50cm.
- Agitador magnético: se adapté al estativo de un
microscopio 6ptico en el lugar del condensador.
- Fotodetector: se us6 un fotomultiplicador RCA
6342A, alimentado por una fuente estabilizada regu-
lable entre 500 V y 1000 V.
- Convertidor de sefial: A/D con 32 memorias de 256
bites cada una.
- Ordenador: PC de 640 K MicroSistemas MS71T.
- Osciloscopio doblc haz Tektronix 502A.
- Microamperimetro digital.
En la fig. 1 se reproduce un esquema del montaje,
mostrando los distintos componentes y sus conexio-
nes.

Fig. 1 Esquema del montaje utilizado
RESULTADOS Y DISCUSION

El valor méximo de la velocidad de dispersion
(V.= (dL/dt) ) fue graficado cn funcién de la
concentracion de algG, para soluciones cstdndares de
concentraciones conocidas. Se obtiene asi una curva
de calibracion mediante 1a cual se pueden determinar
las concentracioncs de antiglobulina de los sucros a
controlar. Enla fig.2 sc muestra la variacion del valor
méaximo de la velocidad de dispersion (Vmax) en
funcién de la concentracion de algG. Se observa que
la proporcionalidad entre V__y C cs directa cn el

max

rango entre 16.3 mg/mly 163 mg/ml, paralas condi-
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ciones de trabajo cstablecidas. Para valores inferiores
a 163 mg/mllos valores de I, en funcion del tiempo
resultan scr del orden de los errores de medicion,
como consccucncia del ruido de fondo. Para concen-
traciones superiores 163 mg/ml se alcanza la satura-
cién, es dccir, cl anticucrpo deja de estar en exceso.
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Fig.2: Variacion del valor miaximo dela velocidad
de dispersion en funcién de la concentracién de
alg G en mg/me.

Se cstudiaron antisueros de distintos lotes y mar-
cas comerciales observando diferencias significati-
vas en sus actividades inmunolégicas

En la fig.3 se mucstran los registros computados
de 1a 1,, por los inmunocomplejos, IgG - algG, en
funcion del tiempo desde cl inicio de 1a reaccién, en
presencia de cxceso de IgG, obtenidos para una
misma conceniracion de sueros algG.

IMMUNOCOMPLER BY LIGHT SCATTERING
AT RIGHT ANGLE
CRTTERED INTENSITY
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Fig. 3: Registros computados de la I, en funci6n
del tiempo desde ¢l comienzo de la reaccidn.

Las I, sc incrementan rdpidamente a partir del
momento en que se inicia la reaccion, por cl contacto
dcl Ag con cl Ac, indicando la formacién de com-
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plejos transitorios que comienzan a convertirse en
dlspersores Rayleigh - Debye a partir de los segundos
mncnales El valor méximo se alcanza entre 1 y 3
segundos luego de 1o cual se observa una lenta caida,
probablemente debida a la aparicion de particulas
agregadas de gran tamafio (del orden de los disper-
sores de Mie), causantes de una interferencia destructiva
en la intensidad dispersada (*).

El valor V__ puede ser medido para cualquier
reaccion Ag- Ac en 1a cual los complejos primarios se
agregan rédpidamente para formar especies macro-
moleculares cuyo peso y tamafio se 'van incremen-
tando a medida que transcurre el tiempo. Las curvas
dle calibracion trazadas graficando los valores méxi-
mos de la velocidad de variaci6n de dispersion a
90°(Vlm) en funcion de la concentracion antigénica,
perm iten cuantificarel contenido de Ag 0 Ac(enmg/
ml) en muestras de concentraciones desconomdas

Al aplicar este método a los sueros comunmente
utilizados en los laboratorios inmunohematolégicos,
h'emos encontrado, entre sueros de actividad supues-
tamente similar, marcadas diferencias, como las que
se pueden notar al observar las curvas dela fig.3. El
estudio de sucros provenientes de distintos laborato-
rios y lotes, ha permitido observar la diferencia entre
ld calidad de los mismos, por lo cual este método
puedc ser considerado dtil y rdpido como control de
Cdllddd de dichos sueros.

il
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