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RESUMEN

En el presente trabajo se estandariza un método
simple y cuantitativo para la determinacion de la
actividad hemolitica (CH50) del complemento sérico.
Con este método, se evalia los niveles de
complemento en una muestra de la poblacién adulta
costarricense, y a la vez, se introduce un método de
control de calidad en dicha técnica. Los valores
obtenidos en los adultos sanos estudiados (n =53) se
distribuyeron en un d&mbito entre 71y 128 U/ml, con
un promedio de 93 U/mly una desviacion estandar de
14 U/ml. [Rev. Cost. Cienc. Méd. 1986; 7(1):41 - 47].

INTRODUCCION

El sistema de complemento (C) esta constituido por
un conjunto de proteinas séricas, capaces de
activarse en forma de cascada ante ciertos estimulos,
como parte de los mecanismos inespecificos de
inmunidad en los vertebrados (3, 29, 33). La
activacion del sistema puede ocurrir mediante dos
vias diferentes. La via alterna (30), flogenéticamente
mas antigua, es activada principalmente por
polisacaridos de origen microbiano, mientras la via
clasica (de mas reciente aparicién) se inicia
principalmente con el reconocimiento de complejos
antigeno- anticuerpo (IgM, IgGi e 1gGs). Ambas
formas de activacion conducen a una via efectora
comun (1, 10, 34, 35). Su accion es compleja, e
incluye actividades tales como la promocion de la
inflamacion local, la facilitacién de lafagocitosis y el
ataque litico hacia las membranas (6, 13, 25, 26).
Volk (41) realiz6 una revision bastante completa
sobre la activacion del sistema de C, las interacciones
entre sus componentes, sus propiedades quimicasy
biol6gicas, su regulacién y otros aspectos basicos de
importancia.

La evaluacion del C en el laboratorio, plantea una
serie de dificultades que se originan en la
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misma complejidad del sistema. La alta labilidad de

sus componentes, la degradacién de los mismos por

factores reguladores, la amplificaciéon enzimatica que
ocurre en algunos pasos de la cascada, son ejemplos
de los factores que restringen las posibilidades de

evaluar el C en una forma simple, cuantitativa y

confiable (15, 21). Entre las alternativas

metodolégicas para la evaluacion del C, se
encuentran:

a. Pruebas funcionales cuantitativas (CH50) que
miden la capacidad litica global de la via clasica o
la via alterna, contra eritrocitos en supension (9,
11,19, 21, 24).

b. Pruebas funcionales cualitativas que evaldan la
capacidad litica global de la via clasica o la via
alterna, contra eritrocitos en gel de agarosa (7, 9,
19, 21, 39).

c. Pruebas funcionales cuantitativas de un com-
ponente particular (19, 24, 28, 36).

d. Pruebas cuantitativas no funcionales de un
componente particular, mediante técnicas in-
munoquimicas como inmunodifusion radial,
inmunoelectroforesis en cohete, o inmunone-
felometria (9, 17, 19, 21).

El objetivo del presente trabajo es estandarizar un
método simple y a la vez cuantitativo, para la
determinacion CH50 por la via clasica. Con este
método, evaluamos los niveles de complemento
sérico en una muestra de la poblacion adulta
costarricense, introduciendo a la vez un método de
control de calidad en dicha técnica.

MATERIALES Y METODOS

Estandarizacién del método:

La técnica empleada se basa en el principio de las
unidades hemoliticas CH50 de Mayer (24), descrita
por Hudson y Hay (11), con algunas adaptaciones. Se
recogié estérilmente sangre de carnero usando
anticoagulante de Alsever; se dej6 en reposo a 4° C
por lo menos una semana antes de su uso, y se
descarté en un plazo maximo de seis semanas.
El mismo dia de Ila prueba se lavo tres
veces los eritrocitos (5 ml de sangre
anticoagulada) con amortiguador de barbital
(0,575¢g de &cido dietilbarbitarico, 0,376
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g de dietilbarbiturato sédico, 8,5 g de NaCl, 0,102 g
de MgCl, - 6H20 y 0,017 g de CaCl; por litro) a pH 7,6
+0,05. Luego se resuspendié los eritrocitos en 15 ml
del amortiguador, para realizar el ajuste
espectrofotométrico de la concentracion. Para ésto se
lis6 0,5 ml de la suspension en 12,5 ml de agua
destilada, y se leyd la absorbancia a 540 nm.
Tomando como base que una lectura de 0,500 (en
cubeta de 1 cm) equivale a un usado de suspension
al 6 por ciento de eritrocitos, se procediod a ajustar la
suspension original al 6 por ciento, corroborando
siempre al final con un nuevo lisado.

La sensibilizacion de las células se realizé mezclando
15 ml de la suspension anterior, 15 ml de
amortiguador barbital, y 0,2 ml de hemolisina anti-
eritrocito de carnero, producida en conejos (lote 2,
Instituto Clodomiro Picado, Costa Rica), durante 30
minutos a 37°C, para dar una dilucién final de 1:300
de hemolisina (dilucion original del reactivo 1:2 en
glicerina). Cada suspension de eritrocitos
sensibilizados se preparé el mismo dia de su
utilizacion.

Se midio el C sérico en cincuenta y tres muestras de
donadores del Banco de Sangre del Hospital Nacional
de Nifios y de personal de laboratorio (42 hombres y
11 mujeres), con edades entre los 18 y los 54 afios
(promedio 30 afios). Las muestras se analizaron en
un plazo maximo de dos horas, manteniéndolas a
4°C. El montaje de las mismas se realiz6 segun el
procedimiento que resume el Cuadro 1, a partir de
una dilucion de suero de 1:20 y trabajando cada una
por duplicado. Se incub6 los tubos 60 minutos a
37°C, mezclando cada 15 minutos. Se sumergieron
luego en una bandeja de agua con hielo, y se les
adicioné 3 ml de amortiguador barbital frio (4°C) a
cada uno. Después de centrifugar 5 minutos
a 500 g, se leyo la absorbancia de los

sobrenadantes a 540 nm, usando el amortiguador
como blanco.

A la lectura de los tubos 1-5 se le rest0 la lectura del
tubo 6, la cual no debe ser mayor de un 3 por ciento
de hemodlisis (9). Luego se calculdé el grado de
hemodlisis (y) de cada tubo, dividiendo su absorbancia
corregida entre la lectura del tubo 7. Con estos datos
se grafico en papel logaritmico, el valor de y/1 -y (en
la ordenada), correspondiente a cada volumen de
suero, en ul. La recta se traz6 sélo con valores de y/1
-y entre 0,1 y 10. Finalmente, se dividié 1000 entre
los ul de suero correspondientes al valor y/1-y de 1
(50% de lisis), para obtener el nimero de unidades
hemoliticas 50% por ml de suero (U/ ml).

Control de calidad:

Se preparé una mezcla de 5 sueros normales, la cual
se distribuy6 en alicuotas de 0,2 ml. Estas se
congelaron, se liofilizaron y se conservaron a 4°C,
para ser usadas como suero control. Con los valores
obtenidos para este suero en 20 determinaciones
hechas en distintos dias, se calculé el promedioy la
desviacion estandar, para trazar el gréafico de control.
Se corrié un suero control, por duplicado, por cada
lote de muestras analizadas.

Tipo de muestray tiempo maximo para el analisis:
Aunque en todas las muestras evaluadas se utilizé
suero, se hizo una comparacion entre muestras de
suero y de plasma-EDTA en cuatro individuos, con el
fin de conocer si los resultados obtenidos con dichas
muestras diferian.

Por otra parte, se hizo la determinacién de CH50 a
cuatro muestras de suero mantenidas a 4°C durante
diferentes tiempos (0, 3y 6 horas). Todos los analisis
fueron hechos por duplicado.

CUADRO 1

PROCEDIMIENTO DE MONTAJE DE LAS MUESTRAS PARA LA DE:I’ERMINACION DE
LA ACTIVIDAD LITICA (CH50) DEL COMPLEMENTO SERICO

TUBO 1 2 4 5 6 7
Amortiguador (ml) 1,1 1,05 0,9 0,8 1,2 1,2(agua)
Suero1:20 * (mi) 0,1 0,15 0,3 0,4 - -
EA** (ml) 0,3 0,3 0,3 03 0,3 0,3

* Las cantidades absolutas de suero correspondientes para graficar son 5 - 7,5 - 10 - 15y 20 ul.

** Eritrocitos de carnero sensibilizados con anticuerpos.
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RESULTADOS

Las curvas de hemdlisis obtenidas mostraron una
excelente linealidad. Los valores de CH50 de las 53
muestras analizadas se distribuyeron en un dmbito
entre 71 y 128 U/ml, con un promedio de 93 U/mly
una desviacion estandar de 14 U/ml (Figura 1).
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Distribucién de los vaiores de complemento hemolitico (CH50)
sérico en 53 adultos sanos.

Cada punto representa una determinacion. Las lineas indican
el promedio y la desviacion estandar.

La comparacion entre muestras de suero y plasma
mostré una tendencia muy leve a dar valores mas
altos en plasma, obteniéndose diferenciasde 1, 3,4y
9 U/ml, en los cuatro casos analizados.

En cuanto al tiempo transcurrido entre la obtencién
del suero y su analisis (manteniéndolo a 4°C) se
observé fluctuaciones pequefias en el valor CH50,
sin un patrén definido (Figura 2).

Por ultimo, el grafico de control de calidad (Figura 3)
mostré una amplia fluctuacién del valor del suero
control entre los distintos dias, aunque los valores no
salieron del limite de dos desviaciones estandar.
Tampoco se dieron fendmenos de desplazamiento ni
de tendencia (Figura 3). Una observacion interesante
fue el hallazgo de un donante de sangre, de 18 afios,
cuyo suero no mostré actividad hemolitica (0 U/ml)
tanto por el método descrito, como por un método de
hemolisis en gel de agarosa (9). Las determinaciones
fueron repetidas, confirmandose los resultados. Sin
embargo, no fue posible proseguir el estudio de este
donador, por causas ajenas a nuestro control. Por
considerarse anormal, este resultado no se incluy6 en
el conjunto de valores de referencia.

DISCUSION

El presente método para la cuantificacion de la
actividad hemolitica del complemento, redne una
serie de caracteristicas ventajosas para su utilizacion
en rutina de laboratorio clinico

a. Utiliza sélo cinco tubos por muestra, lo cual
disminuye el trabajo.

b. Las cinco concentraciones de suero utilizadas
son obtenidas mediante diluciones directas, lo
gue evita la amplificacion de la incertidumbre y la
semicuantitividad inherentes al uso de diluciones
seriadas.

c. El comportamiento lineal de la transformacién
logaritmica del grafico es excelente con éste
sistema. Esto origina a su vez, otras dos
ventajas. En primer lugar, cualquier punto del
grafico entre 0,1 y 10 (y/1-y) que no concuerde
con la linea, sugiere un posible error personal en
la determinacién, lo que permite auto -evaluarse.
Por otro lado, ain con muestras en que se
obtengan sélo dos puntos graficables, se tiene
confiabilidad al calcular el valor CH50, tanto por
interpolaciobn como por extrapolacion. A este
respecto debe sefialarse que el uso de graficos
de escala lineal (que generan curvas sigmoides),
ademas de desaprovechar las ventajas
sefialadas en (c), proporciona valores de CH50
de menor exactitud (21); (ch) por ultimo, la
técnica no requiere de material de dificil
adquisicion.

Por otro lado, este método posee las limitaciones

inherentes a las técnicas de CH50, tales como la

relativamente baja sensibilidad para detectar
disminuciones -a veces sustanciales- de uno o mas
componentes  del sistema (9, 31) y la gran
influencia que poseen pequefias variaciones
en pH, fuerza ibnica, concentraciones de
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FIG. 2: Efecto del tiempo de conservacion (a 4°C)sobre la actividad CH50 de 4 muestras de suero.
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calcio y magnesio, nimero y fragilidad de los
eritrocitos, tipo y cantidad de anticuerpos, tem-
peratura y tiempo (9, 15). En general, la segunda
desventaja puede minimizarse mediante una es-
crupulosa preparacién de los reactivos y ejecucion de
la prueba, aunados a un sistema de control de
calidad, mientras que la primera es una limitacion
inherente al método. AlUn asi, la determinacién
cuantitativa OH50 posee gran utilidad y valor funcional
(9, 21, 23).

La importancia de la estandarizacion de ésta técnica
queda ilustrada en el Cuadro 2, donde se observa la
gran variabilidad de resultados que se obtiene con
distintas modificaciones técnicas sobre el mismo
fundamento metodolégico. Esto obliga a estandarizar
minuciosamente un procedimiento y establecer
valores de referencia propios que permitan una
adecuada interpretacion de los resultados. Ademas,

se ha sefialado la importancia de contar con un
control de calidad de esta determinacion (31).

La comparaciéon entre muestras de suero y de

plasma, asi como entre muestras de suero cuan-
tificadas a las 0, 3y 6 horas (a 4°C), mostré que en
general, las variaciones debidas a éstos factores son
muy pequefias y son menores que las fluctuaciones
gue puede tener una misma muestra analizada en
distintos dias. Es interesante la tendencia del plasma
a dar valores ligeramente més altos que el suero,
pues se ha descrito que en algunos pacientes,
principalmente con enfermedades cronicas del
higado, se puede encontrar valores bajos de OH50 en
suero, pero normales en plasma, por consumo du-
rante la coagulacion (12).

La importancia que posee la cuantificacion del C
funcional como ayuda diagnéstica y como evaluacion
del curso clinico, en enfermedades como el lupus
eritematoso, la glomerulonefritis aguda post
estreptococcica (18, 20, 27), la artritis reumatoide (2,
22), las hepatopatias, las septicemias,
la endocarditis bacteriana subaguda (9), Ila
vasculitis (23), la malaria (32), las leucemias (8) y
muchas otras, hace necesario el con-

CUADRO 2

ALGUNOS VALORES DE REFERENCIA DE ACTIVIDAD HEMOLITICA DEL
COMPLEMENTO SERICO HUMANO (CH50) DESCRITOS EN LA LITERATURA

REFERENCIA n VALORES CH50 (U/ml)
Kohler y Maller-Eberhard (17) 25 39+8"
Kohler y ten Bensel (18) 35 44+ 6
Torisuet al. (40) 250 25,3-49,7*
Sliwinsky y Zvaifler (37) - 125+ 25
Jordon etal. (14) - 45+8
Gewurz y Suyehira (9) - 20-40

Inai etal. (12) - 38,3-56,2
Koethe etal. (16) - 89-132
Tannenbaum etal. (38) 50 200 = 50
Wilson etal. (42) 12 65-107
Browny Hobart (4) - 180-360
Fongy Renaud (7) - 100 + 24
Lint(21) - 20-40
Cunningham—Rundies y - 50-120
Cunningham—Rundles (5)

Fust etal. (8) 67 82,4+183
Phanuphak etal. (32) 100 28 x6
Presente estudio 53 93+ 14

* Promedio = desviacion estandar
** Ambito
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tar con metodologias simples que se puedan ejecutar
en practicamente todos los laboratorios del pais. Una
solucion que han propuesto diversos autores al
problema de la gran cantidad de muestras para esta
determinacion, consiste en emplear una prueba
semicuantitativa, a modo de tamizaje, mediante la
técnica de hemolisis en gel. Las muestras que dan un
valor bajo en dicho tamizaje se analizan nuevamente
(con otra muestra) en forma cuantitativa por CH50 (7,
9,21). Los resultados preliminares en nuestro
laboratorio y en otros (Drs. Olman Riggioni y Jorge
Fonseca, comunicacion personal) muestran las
ventajas de dichas técnicas, al requerir de poco
material y tiempo para analizar gran namero de
muestras. Dada su versatilidad, seria importante la
estandarizacion y divulgacion de los métodos de
hemdlisis en gel, para la evaluacién semicuantitativa
del complemento hemolitico humano.
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ABSTRACT

A simple and quantitative method for the mea-
surement of hemolytic activity of complement (CH50)
is proposed. With this method, we studied a sample of
53 healthy adults. Values obtained ranged between
71 and 128 U/ml, with a mean of 93 U/ml and a
standard deviation of 14 U/ml. A method for quality
control is introduced in the technique.
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