PREPARACION DE SUERO ANTIFIBRINA:
MODIFICACION Y COMPENDIO DE VARIAS TECNICAS EXISTENTES
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Resumen

El suero antifibrina es el componente principal de la mayoria de los métodos que detectan productos de
degradacion de fibrinégeno-fibrina (PDF) en suero, se consider6 de gran interés describir el
procedimiento que desde hace varios afios se realiza en nuestro laboratorio con resultados préacticos
muy satisfactorios. Esta técnica es muy sencilla y no precisa de equipo de laboratorio complicado, siendo
posible su preparacion en cualquier laboratorio hospitalario del pais. Es un compendio de otras técnicas
existentes, y tiene la ventaja adicional de ser muy econémica.

Introduccién

Se ha descrito una variedad de procedimientos para detectar la presencia de productos de degradacion
de fibrin6geno-fibirna(PDF) en suero (5, 6, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 20, 21).

Todas estas técnicas presentan un comuin denominador que es el requerir de suero antifibrina, el cual
puede ser directamente utilizado, como en las pruebas de floculacién, inmunoelectroforesis e inhibicion
de la hemaglutinacion, o bien ser adsorbido a particulas de latex (5, 15). Es por consiguiente el
componente principal de la mayoria de los métodos descritos para detectar PDF en suero, por lo que se
considera de gran interés practico describir el procedimiento que desde hace tres afios se realiza en
nuestro laboratorio, con resultados muy satisfactorios. Esta técnica es un compendio de otras existentes
(4, 6, 8, 10, 11, 18, 19), habiéndose modificado de tal forma que se convierta en una técnica sencilla,
econdémica y con un alto poder sensibilizante al utilizar fibrina en vez de fibrindgeno y coadyuvante de
Freund.

Material y Métodos

Preparacién del suero antifibrina:

Emplear como antigeno fibrina humana, obtenida de 500 ml de plasma con ACD.

Agregar 100 ml de CaCl, 0,1 M a 500 ml de plasma previamente calentado a 37°C. Mezclar.

Eliminar el suero del coagulo formado, utilizando un agitador de vidrio o baja lenguas.

Alternativamente se puede esperar unas horas y eliminar el suero a presion.

4. Picar el coagulo y lavarlo con solucién salina varias veces al dia por un periodo de 4 a 5 dias, hasta
que el sobrenadante sea transparente, con el fin de eliminar proteinas contaminantes.
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Este paso es critico para poder obtener sueros que presenten bandas Unicas de precipitacion frente
a un plasma normal.

Deshidratar la fibrina con una solucién alcohol etilico 95° — éter (calidad reactivo) a partes iguales tal
y como lo propuso Lewis (8). Luego continuar agregando mas éter que alcohol en proporcién 3:1
respectivamente, hasta que la fibrina adquiera una consistencia que permita pulverizarla en un
mortero. Este proceso consume abundante tiempo (3 a 4 semanas), ya que es necesario
transformarla de su estado original huloso a otro capaz de ser pulverizado en el mortero. En lugar de
este proceso de deshidratacion, otros autores homogenizan la fibrina a través de procesos mas
tediosos (6).

Pesar 100 mg de fibrina pulverizada (polvo fino de color blanco), disolverla en 4 ml de adyuvante
completo de Freund (10, 19); e inyectarla intramuscularmente en dos conejos machos. Algunos
autores prefieren utilizar fibrina pulverizada en hidréxido de aluminio (8, 11), y otros en simple
solucién salina (6).

Inocular el conejo cada 7 dias por un lapso de 6 semanas, al cabo de las cuales generalmente ha
desarrollado anticuerpos antifibrina. Para comprobar lo anterior, extraer 1 ml de sangre de la vena
marginal de la oreja y obtener el suero.

Demostrar en el suero la presencia de anticuerpos antifibrina mediante la prueba de Ferreira (6),
utilizando plasma diluido 1/50 en solucion salina fisiolégica y suero normal (controles positivo y
negativo respectivamente).

Obtener mediante puncion cardiaca, 20-25 ml de sangre del animal inmunizado, coagular a 37°C y
separar el suero por centrifugacion. Sin necesidad de sacrificar el conejo, esta operacién puede
repetirse a intervalos mensuales, previa inoculacion de dosis de refuerzo, una semana antes de cada
extraccion.

Adsorcién y Especificidad (16, 18)

1.

Mezclar 1 ml de antisuero con 0,2 ml del suero normal (diluido 1/5) y mantener por un minimo de 72
horas a 4°C para adsorber los anticuerpos inespecificos (anti gammaglobulinas) desarrollados por los
conejos inmunizados, debido a que algunas de estas proteinas estan firmemente unidas a los
filamentos de fibrina (6). Centrifugar y eliminar el precipitado.

Practicar inmunoelectroforesis o contrainmunoelectroforesis al suero adsorbido, empleando suero y
plasma normal. El suero normal se debe obtener coagulando 2,5 ml de sangre con 0,05 ml de
trombina de 1000 U.l./ml, 0,05 ml de tromboplastina y 0,05 ml de acido epsilon amino caproico al 25
por ciento. Si la reaccién es tipo anticuerpo especifico, se presentara una banda de precipitacion con
el plasma normal. En la posicion del suero no debe haber reaccién antigeno-anticuerpo.

Al suero antifibrina preparado agregarle 1 mg/ml de azida de sodio, separarlo en alicuotas de 2,5 ml
y congelarlo entre —4° C y O°C, exceptuando la alicuota para el uso diario, la cual se mantiene a
4°C.

Estandarizacion

1.

Determinar por duplicado a una mezcla 10 6 mas plasmas citratados la concentracion de fibrindgeno.
Puede utilizarse el método del fibrinocrito (17), y/o el de trombina de Data.Fi *
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2. Una vez conocida la concentracion de fibrinbgeno, hacer diluciones seriadas a la mezcla de plasma
en solucién salina para determinar, por la prueba de Ferreira (6), cual es la dilucibn minima capaz de
ser detectada por el suero antifibrina. De esta manera obtenemos los microgramos/ml de fibrinégeno
o de PDF que es capaz de detectar el suero.

Discusién

Todos los antisueros se han conservado entre --4°C y 0°C desde el momento de su preparacion, sin
realizar previamente el proceso de adsorcion, lo que se efectda Unicamente a las alicuotas que se van
utilizando para el trabajo diario y control de sensibilidad del suero durante el transcurso de su
almacenamiento. En uno de los preparados se determiné el titulo luego de 28 meses de almacenamiento
por este procedimiento, encontrdndose que la potencia del mismo se habia mantenido a través de ese
lapso de tiempo, lo cual demuestra la prolongada estabilidad del antisuero preparado.

El suero antifibrina reacciona de igual forma con el fibrindgeno, fibrina o0 sus productos de
degradacion, lo cual fue demostrado por Ferreira y Murat utilizando tres determinaciones (6). Lo anterior
fue respaldado posteriormente por numerosas investigaciones mediante técnicas inmunoelectroféticas,
realizando degradaciones parciales de la molécula de fibrinbgeno con plasmina y luego haciéndolas
reaccionar con sueros antifibrina (2, 4, 7, 9). Por este procedimiento se observo que los fragmentos X, Y,
D y E, reaccionan con el suero antifibrina y cada uno presenta una movilidad caracteristica en inmuno-
electroféresis. Estas reacciones se explican al demostrarse posteriormente que el fibrinégeno posee dos
grupos antigénicos fundamentales los cuales se encuentran aln en los productos terminales de
degradacion (D y E) (3).

Esta técnica para prepacion de suero antifibrina es muy sencilla y no precisa de equipo de laboratorio
costoso para su realizacion, siendo posible su obtencién en cualquier laboratorio hospitalario del pais.
Una ventaja adicional es la de ser muy econémico ya que en cada proceso de inmunizacién se obtiene,
de 10-15 ml de antisuero para realizar un gran nimero de pruebas para detectar PDF, prescindiéndose
de la necesidad de comprar juegos comerciales de alto costo, por lo cual su preparacion es de gran
interés practico. Ademas con este antisuero se ha realizado y comparado la prueba de Ferreira (6), con
una comercial (5), habiéndose obtenido resultados muy satisfactorios (1).
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