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Valoración clínica de los anticuerpos

Características
Anticuerpos clinicamente 

significativos

Seguridad transfusional ш Materno fetal

Capacidad de producir 
la destrucción 

acelerada de los 
glóbulos rojos 
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¿Cuáles son las características que debemos evaluar para prever si ese Ac 
va a tener repercusión clínica?

Sistema Complemento Activación de RFc
 Monocitos - Macrófagos

C2b/C4b
Convertaza

C3b

C3a

IgG               IgM
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Concentración
Avidez
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Hemolisis Intravascular
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9
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membrana

C9m

Ag
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C3b
b

C3a
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Circulación esplénica (Hepática)

Sistema complemento



C3
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Fagocitosis
Fragmentación 
Esferocitosis

Receptores Fc y CR

Opsonizació
n

Monocitos т Macrofagos
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MN-Natural Killer 



Receptores Fc de IgG macrofagicos

Fc‎RI (CD64) Fc‎RIIA(CD32) Fc‎RIIB Fc‎RIIC Fc‎RIIIA(CD16) Fc‎RIIIB

ITIMITAM ITAM ITAM ITAM
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(CD35)
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Receptores Fc de complemento

Receptores Fc Monocitos-Macrofagicos 



Petz, Lawrence D.
Immune hemolytic anemias / 
Lawrence D. Petz, 
George Garratty.

Proceso de fagocitosis

Walbaum S, Ambrosy B, Schütz P, Bachg AC, Horsthemke M, Leusen JHW, Mócsai A, Hanley PJ. Complement receptor 
3 mediates both sinking phagocytosis  and phagocytic cup formation  via distinct  mechanisms. J Biol Chem. 2021 Jan-
Jun;296:100256. doi: 10.1016/j.jbc.2021.100256. Epub 2021 Jan 8. PMID: 33839682; PMCID: PMC7948798.
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љEnsayos celulares diseñados para medir la capacidad de los anticuerpos para promover interacciones entre 
eritrocitos y células inmunitarias, como monocitos o linfocitos K. Este mecanismo evalúa la interacción de los 

glóbulos rojos opsonizados con inmunoglobulina IgG o complemento con los receptores Fc macrofágicos de las 
células inmunes.

Pruebas de funcionalidad biológica

Monocitos-Natural Killer 



¿Cómo lo hacemos en el laboratorio?



Pasos del 
estudio 

Obtención y separación  
de las células 

mononucleares ► 
Viabilidad ► Prepar  la 
suspensión de trabajo

Incubación y formación 
de la monocapa ► 

Sensibilización de los 
eritrocitos con el Ac en 

estudio

Incubación de los GR 
sensibilizados con la 

monocapa de monocitos
Interacción con los 

receptores Fc

Acondicionamiento de 
la reaccion.Tinción y 

visualización e 
interpretación  

Incubación 
Separación de 

células 
mononucleares 

Formar la MMA 
Preparar los GR 

Visualización de la 
reacción
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Tiempo 100min1

80min2

1h a 37ºC

Lavados y Tinción

4

100min

30min

3

6-7hs



Medio cultivo celular

Gradiente de densidad

Suero fetal bovino

Placa de cultivo celular 
Cabina de seguridad 

biológica
Incubadora CO2

Microscopio 

Pipeta automática

Tinción grunwald giemsa



Obtención de células  mononucleares 1



Globulos Rojos
Granulocitos

Ficoll 
Hipaque

Plasma

MN

Separación de células mononucleares

Reticulocitos
Eritocitos

Linfocitos 
Monocitos
Granulocitos

Plaquetas



Sangre entera (EDTA,ACD,heparina) 21ml

Buffy coat

Optimal conditions for the performance of a monocyte
monolayer assay
Tik Nga Tong,1,2 Emeralda Burke-Murphy,2 Darinka Sakac,2 Jacob Pendergrast,3
Christine Cserti-Gazdewich,3 Vincent Laroche,4 and Donald R. Branch1,2,3,5. TRANSFUSION Volume 56, November 2016

Fuente de Obtención Monocitos 

Autólogos o Alogénicos 



DMSO 20%

Criopreservación de células mononucleares



Azul de Tripano

.

Control de viabilidad

Citometría de Flujo

Preparación de la 
Monocapa de Monocitos

RPMI

Suspensión de
 monocitos



80min2

ü Suero + Gr Ag positivo
ü Suero + Gr Ag positivo + complemento
ü Suero + Gr Ag negativo (control negativo)
ü PBS + Gr Ag negativo (control negativo)
ü Anti-D + Gr Ag positivo (control positivo)

Suero con Ac a estudiar
Suspensión de GR 

Con el Ag

Control de coombs

Suspensión del paquete
 GR con RPMI al 3-5%



1 hora 37ºC 

Sembrado placa 

Control(-)

Control(+) P1 células
Homocigotas

P1 células 
Heterocigota
s

P1 células  
+ Suero + 
Complem
ento

1h a 37ºC

Lavados y Tinción

100min
3



Lavados y Tinción

4 30min

May Grünwald-Giemsa 



Monocitos

40x

100x

B

B B

20x

Fagocitosis

Opsonización - Adherencia
Fagocitosis









ÅLectura con  Microscopía40x o 100x

ÅConteo de células (600 MN)

ÅCalcular porcentaje

Calculo de adherencia y fagocitosis



% % adherencia y fagocitosis

La destrucción de Gr es 
leve improbable.

<5% 

Probablemente haya 
destrucción acelerada de Gr 
pero con poca repercusión 
clínica

5-10%

Destrucción acelerada de 
los Gr con repercusión 
clínica.

>20% 

????

15-20%



¿Cuándo debemos recurrir al 
estudio de la MMA?

PANAGLUTINACION

Autoanticuerpos �t AHAI-PCD
EHFN

TRANSFUSION 
INCOMPATIBLE
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