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TEORIA

La inmunoelectroforesis consiste en una electroforesis de las proteinas, donde la deteccién de éstas se basa en una in-

munorreaccién entre antigeno y anticuerpo del (carboxilos) y existe una mayor disociacién de grupos bésicos; la

molécula de proteina se comporta como proteina carga negativa, asi que la proteina migra como un anién hacia el polo

positivo. Por el contrario, en un medio mds dcido que el Punto isoeléctrico estd disminuida la disociacién de acido

La electroforesis en general es la migragracién de una particula con carga eléctrica, hacia el catodo, cuando es

sometida al influjo de Antigeno.Son substancias que provocan la formacién de anticuerpos como un campo eléctrico.

substancias tan variadas como coloidales,

complejos su
los proteinas, polisacaridos, se
progrupos
yateinolipidos-polisacéridos, ete., es
El imprescindible que la substancia

negativa como antigeno sea  extrafia al

carga  que se va a producir

Siendo la molécula de proteina anfotérica, ésta se
comportard en un campo eléctrico de acuerdo con el
pH del mismo.

En cierto pH caracteristico para cada proteina
determinada y que se llama punto isoeléctrico,
existe la misma disociacién pequeiia de los grupos
4cidos béasicos en la molécula de proteina y por lo
tanto, dicha molécula serd neutra, desde el punto
de vista eléctrico, teniendo a este pH.

En un misma punto isoeléctrico se encuentran los
grupos basicos.

Como antigenos pueden utilizarse substancias
naturales y artificiales.

(°) Laboratorios de Investigaciones Bioqui-
mieas y Endocrinologias, Consejo Cientifico,
Ministerio de Sal,.d Pdblica.
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proteinas que migran carga

estard fiada por

encuentran disociados,

ejemplo, ainino o carboxilo.

empleada por grupo carboxilo le da la carga

organismo V el grupo amino y guanidina la

antipositiva.

Anticuerpo. Son proteinas que se forman en el sistema
reticuloendotelial del organismo después de inocular
un antigeno en el mismo.

Estos estan unidos principalmente a la fraccién y
globulina del suero, aunque- H110 pueden unirse
también a las fracciones y globulinas, cuando forman
complejos con los lipidos. Se cree que cada anticuerpo
formado en el organismo es especifico del antigeno que
lo provoca.

Reaccion antigeno-anticuerpo. écidos disociados dan
a la molécula de cada proteina, movimiento alguno.

En esta reacciéon un antigeno determinado se une
estrechamente con su anticuerpo correspondiente.
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De esta reaccion hay ciertas alteraciones
princi palmente en la molécula de
anticuerpo, estas alteraciones son de caracter
reversible 'y no  constituyen wuna

desnaturalizacion de dicha molécula.

En esta reaccion toman parte princi-
palmente los grupos polares del antigeno y
del anticuerpo y como consecuencia existen en
el complejo formado menos grupos polares
libres y mas grupos no polares, disminuyendo
asimismo la solubilidad de dicho complejo en
soluciones polares como el agua.

Esta reaccion antigeno-anticuerpo en la
inmunoelectroforesis ocurre en dos etapas:

1. Combinacion especifica entre el an- tigeno
y su anticuerpo correspondiente.

2. Reaccidn visible en forma de precipitado,
pero esta reacciéon no ocurre en todas las
reacciones de antigenos con anticuerpos.

La primera parte de esta reaccion es rapida
y la segunda etapa mas lenta, que consiste en
la precipitacién del complejo en forma visible;
esta precipitacion es ocasionada por descargas
ulteriores del complejo en presencia de
diferentes sales.

Existe un equilibrio dinamico entre el
anticuerpo y el antigeno y el complejo
anticuerpo-antigeno. El antigeno y el
pueden
proporciones diferentes. Cuando la cantidad
del antigeno sobrepasa el limite para que
exista este equilibrio, no se hace visible la

anticuerpo  se combinar en

reaccion como consecuencia de la disolucion
del complejo. Esto es, el antigeno sobrante
disuelve el precipitado formado.

No es conocido a fondo el mecanismo de
dicha disolucion, pero es tal vez ocasionada
por la reversibilidad de algunas reacciones
que se producen durante la formacion del
precipitado.
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El principio de precipitacion de antigeno-
anticuerpo fue usado por Ouchterlony en doble
fusién, esta es una difusion del antigeno
anticuerpo reaccionados entre si, en una capa
delgada de agar.

Para esta reaccion antigeno-anticuerpo se
utilizan muy pequefas cantidades de material
y de esta forma pueden ser distinguidas
proteinas que no son posible detectar por
reacciones quimicas.

Grabar introduce la técnica de inmu-
noelectroforesis que es la combinacion de la
electroforesis propiamente dicha y la

inmunorreaccion o reaccion antigeno-

anticuerpo sobre una placa de agar.

Grabar (Williams y Grabar' Grabar: us6 una
placa de agar sobre una placa de vidrio,
aplicasdo un pequefio orificio a la placa de
agar, llenando el mismo con suero humano,
practicando en esta placa el fraccionamiento de
las proteinas del suero por electroforesis.
Después de este fraccionamiento de las
proteinas, se practica una escision en la placa
de agar y en ésta se llena con antisuero de
caballo, producido mediante inmunizacion

con suero humano.

Las fracciones de proteinas humanas se
difunden en el agar y también las fracciones
del antisuero del caballo se difunden,
encontrandose en determinado lugar y
formando el complejo antigeno anticuerpo y
por la influencia de los electrélitos presentes
en el agar, precipitaran de manera visible en

forma de curva.

Esta curva esta determinada por Ila
concentracién de las proteinas y las pro-
piedades de la misma.

El punto mas alejado del trayecto de la

migracion de las proteinas del suero humano

sera la mayor concentracion de

R. C. M.
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dicha proteina. Aproximadamente puede
decirse que las proteinas de peso molecular
mayor que las y globulinas, precipitaran cerca
de este lugar. Cuando la cantidad de proteinas
es pequefia, la linea de precipitacion se
formara mas lejos del de la fuente de
antisueros y eventualmente no sera visible.
Esta propiedad puede utilizarse para una valo-
racion semicuantitativa.

Algunas curvas presentan dos promi-
nencias, esto significa que hay por lo menos
dos substancias electroforéticamente
diferentes, pero como los dos antigenos son
muy similares y el anticuerpo es menos
especifico, 110 llega a formar dos curvas
completamente diferenciadas. El arco de la y
globulina es asimétrico, ésto se debe a que
algunas proteinas de 7 globulinas migran elec-
troforéticamente mas rapido que otras, sin
embargo, como son muy similares, algunos
antisueros 110 pueden distinguir entre las
mismas.

Actualmente se conocen mas de 30
fracciones de proteinas en el suero humano.
Las proteinas mas estudiadas son las de la
fraccion gamma y beta globulinas. Las menos
conocidas son las alfa globulinas.

La determinacion de las diferentes
fracciones, por la situacion de las lineas de
precipitado es muy dificultosa, pero para
algunas zonas es posible hacer pruebas
especificas de las mismas. Por ejemplo, la linea
C globulina, que

transporta Cu++ en el

correspondiente a o
organismo
(ceruloplasmina), puede ser comprobada con
el reactivo parafenilendiamino.

TECNICA

Método de Grabar modificado por Korinek
y otros,? coloracion segtiin Michaelec.*
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PREPARACION DEL AGAR

Agar Difeo: 15 g. 1 litro i de

buffer

Buffer: Dietilbarbiturato
de Na (Veronal 100 g.

Acido Dietilbar- bittrico (™ pH-8.6
20 g.

Agua 5 lts.

Se ajusta el disolvente a un pH-8.6. Se coloca
todo junto en un beaker y se calienta hasta que
hierva (en bafio maria). Se le afiade 0.1 g. de
mer- tiolate (timerasol) como preservativo en 1
litro de buffer con 15 g. de agar.

Para almacenarlo se guarda en pequefios
frascos de 50 mi. o en tubos de ensayo en
refrigeracion con el objeto de usarlos segiin se
vayan necesitando, debido a que el agar una
vez vuelto a calentar para ser utilizado no se
debe volver a usar.

De tomarse muy en cuenta la cantidad de
agar a distribuir en la lamina de vidrio, ya que
es necesario un espesor determinado y una
pelicula de agar uniforme en toda ella. La
aplicacion debe hacerse cuidadosamente sobre
una mesa bien nivelada. Para calcular la
cantidad de agar a distribuir debe tenerse en
cuenta que para una lamina de 8.5 cm x 8.5 cm.
se utilizan 15 mi. de agar. De acuerdo con esto
deben hacerse los calculos. Una vez distri-
buida el agua en las laminas de vidrio se
espera de 5 a 10 minutos para que se endurezca
y luego se practican unos pequefios agujeros
en los cuales se aplica el suero en cuestion.
También se marcan las aberturas donde se
depositara luego el antisuero. Se realiza la
electroforesis en un Buffer de Veronal de pH
8.6 permitiéndole migrar durante 2pa 3 h a 150
volts y asi se obtiene una distribucion de la
corriente en la lamina de 4 a 5 volts/cm. En
estas condiciones se obtiene una migracion de
5a6cms.

Para hacer la migracion por electroforesis se
utiliza en el aparato horizontal
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dos pedazos de papel de filtro W liatuian No.
2, los que se humedecen en el Buffer
dejandose un extremo del mismo en contacto
con el Buffer v el otro en contacto con el
extremo de la lamina (en ambos lados). Se
nivela el Buffer dentro del aparato (el catodo
puede tener 1 crn. mas alto que el anodo).

Después de realizada la clectroforesis se
destapan las aberturas donde se va a aplicar el
antisuero, se aplica el mismo y se «leja migrar
de nuevo durante 22 horas por difusion con
humedad suficiente, lo cual puede lograrse
colocando un papel o un algodon humedecido
en agua en uno de los extremos de la lamina
dentro de una capsula de Petri.

Después de sacar la lamina de la capsula de
Petri se coloca en un bafio de cloruro de sodio
al 0.9% (suero fisioldgico) durante 24 iioras. Se
saca de este lavado y se coloca en otro igual por
el mismo tiempo. (El1 Agar puede deformarse
debido a estos dos lavados y entonces se fija
con una capa delgada de Agar caliente t.

Después de estos dos bafios se coloca la
lamina dentro de un papel de filtro durante 24
horas a una temperatura de 30°C con el objeto
de secarlo y después proceder a teiiirlo.

Se practica un nuevo lavado con acido
acético al 3% durante 2 horas con el objeto de
eliminar los restos del papel de filtro que
puedan haber quedado adheridos a la lamina.

Se colorea la lamina con Azocarmin Q con
azul de bromofenol durante dos
o tres horas. Después de coloreada se la\a con
acido acético al 3% durante

1 hora.

SOLUCION DE AZOCARMIN
AzZocarmin......eeeeeecninensnieses o o oo s . 18.
Acido Acético Glacial........ccocereeuuenee 50 mi.
Acetato de S0dio ......ceueuvecriniunnnnes 6 g
Agua 11t

Si no se disuelve el azocarmin se deja la
solucion durante 24 horas en reposo y luego se
filtra.

SOLUCION DE BROMOFENOL

Azul de Bromofenol ............cocecuueee. 01g.
Vcido Acético Glacial........ccovueucnenne 50 mi.
\gua 11t

Descripcion de las distintas fracciones del suero

humano determinados por la inmunoelectroforesis.

Vea diagrama No. L.

t racciones que migran mds rdpidamente que la

albiimina.

Mas rapidamente que la fraccion albumina
migran las fracciones Si oloproleina o
prealbumina, que es una glicoproteina y la 8-1
08-2 lipoproteina. S$' como lipoproteina se
puede colorear con Sudan Black.

Zona Albiimina. En esta zona se encuentra
principalmente la curva correspondiente a la
alb. que se encuentra en mayor concentracion.
En la zona albimina se encuentra también la
linea correspondiente a alfa, proteina o alfa,
seromucoide, que es una glicoproteina que se
puede disolver en C10,H.

Zona Alfaglobulinas. En la zona de a,
globulinas se pueden identificar como
minimo tres fracciones de alfa, globulinas. La
mas visible es la fraccion alfa, glicoproteina.

En la zona de alfa globulinas se pueden
diferenciar como minimo 10 fracciones, las mas
importantes son alfa macroglobulina, alfa,
lipoproteina, que es la lipoproteina que se
encuentra en mayor concentracion en el suero
humano y que se puede colorear con Sudan
Black. Las haptoglobinas que son gli-
coproteinas que forman complejo con

R. C. M.
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la hemoglobina también se encuentran aqui.
De acuerdo con la herencia de alfa,
haptoglobulinas, existen tipos/Hp 2-2, Hp 1-1
y Hp 2-1, los cuales se pueden detectar con el
reactivo bencidina. La alfa: ceruloplasmina, es
una proteina que transporta el cobre en el
organismo, tiene propiedades como oxi- dasa
y se puede detectar con el reactivo
parafenilendiamina y aparece también en esta
zona.

Zona de las Beta globulinas. Como minimo se
encuentran 4 fracciones.

La siderofilina o B: transferrina es una
proteina que transporta hierro en el
organismo. j5: B o H, es una fi globulina que se
une a la hemoglobina transportandola en el
organismo y que se detecta con Bencidina
(Tombs,s

cuando exista esta  unidn.

Hirschfeld,° Korinek y otros’).

B. A y B, M, tienen propiedades como
inmunoglobulinas; la 3, A se puede
identificar solamente por inmu-
noelectroforesis. M es una macroglobulina
que se encuentra en algunos sueros
patoldgicos en alta concentracion.

Zona de y globulinas. Es muy heterogénea, esta
compuesta por globulinas de diferente
movilidad, en el campo eléctrico, pero muy

similares en la reaccion inmunoldgica.

Antisuero selectivo. Una fraccion individual se
puede comprobar con el llamado antisuero
selectivo, esto es el antisuero que preparado
mediante la inmunizacion de animales con
esta fraccion inmunolégica pura, reacciona
solamente con esta fraccion.

Un antisuero selectivo que de reacciones
solamente con cierta proteina, se puede
preparar también de antisueros que tengan los
anticuerpos contra diferentes proteinas, por
procedimientos especiales, como por ejemplo
por saturacion. Esta saturacion se produce al
afiadir a un antisuero antigenos,
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en cantidades suficientes para que
reaccionen completamente con sus fracciones
especificas de antisuero en forma de un

precipitado.

Por ejemplo: para preparar un antisuero
especifico para las lipoproteinas, el
procedimiento es el siguiente: afiadimos suero
humano Dextransulfatado (en el cual se
encuentran precipitadas las lipoproteinas por
accion del dextransulfato después de separado
este precipitado por centrifugacion) a un
antisuero que tiene todas las fracciones de
anticuerpos, precipitaran todas las fracciones
del antisuero menos las correspondientes a las
lipoproteinas, separando este precipitado
tendremos un antisuero especifico para las
lipoproteinas. (Xacko y otros) .*

Aplicaciones de la inmunoelectrojoresis

en medicina.

La inmunoelectroforesis puede servir como
ayuda al
enfermedades hay diferentes alteraciones en

diagnéstico.  En  diferentes
ciertas fracciones de proteinas de suero.

(Crowle,? Korinek,»© Lecoq.") Estas
alteraciones pueden ser de dos clases

cualitativas y cuantitativas.

Alteraciones  cualitativas en  inmuno-
electroforesis. La inmunoelectroforesis es un
método de valor para determinar diferentes
proteinas anormales o paraproteinas. Estas
proteinas anormales se derivan
principalmente de las y globulinas, ;3-2 A
globulinas y p. M globulinas. Estas
alteraciones consisten en lineas de precipitado
que difieren en su forma de la que ellas tienen
en casos normales, pudiendo presentarse una
o mas lineas en estas condiciones que

pertenecen a proteinas patologicas.

Estas alteraciones pueden verse prin-
cipalmente en mielomas (Wunderly'?) y en la
macroglobulinemia de Waldenstrom

(Sclieidegger," Sclieiffarth,).

R. C. M.
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En los mielomas ocurren frecuentemente las
anomalias siguientes: el trazo de las y
globulinas esta considerablemente
ensanchado y se desplaza hacia la fuente del
anticuerpo, denotando wuna muy fuerte
concentracion de antigeno en un lugar
restringido.

Este refuerzo es variable en cuanto a su sitio
pudiendo ir desde las y globulinas mas lentas
hasta la region de las B2 globulinas.
Alteraciones en las fracciones a y B-globulinas
son raras. Se encuentra delante del trazo de las
y globulinas a veces un trazo suplementario
que concuerda con las y globulinas y evoca una
reaccion de identidad parcial. Este trazo se
observa principalmente entre los enfermos
que presentan una proteinuria de Bence-Jones.
Las /2, globulinas se encuentran de vez en
cuando ausentes con mayor frecuencia y a
veces estan fuertemente disminuidas. Como
este trazo esta normalmente enmascarado en
parte por las y globulinas resulta necesario
para estudiar sus variaciones saturar el suero
inmune por las y globulinas.

La purpura hiperglobulinémica de
Waldenstrom muestra un aumento de las y
globulinas que afectan a todos las movilidades
y se acompafian de perturbaciones de la
macroglobulina de caracter de paraproteina
que esta principalmente en las fracciones y y a2
globulinas. Una macroglobulina fisiolégica se
encuentra en sueros normales en concen-
tracion de 0.3% y se llama /> M oB:
macroglobulina.

Alteraciones  cuantitativas. En  diferentes
enfermedades pueden observarse diferentes
anormalidades en el espectro de las proteinas.
El método de inmuno- electroforesis tiene
valor principalmente en las
hipogammaglobulinemias y agam-
maglobulinemias donde existe una dis-
minucion de la linea gamma o dicha fraccion
no es visible.

R. C. M.
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La agammaglobulinemia, deficiencia en la
cual el organismo es incapaz de producir
anticuerpos (gammaglobulinas), se sefiala en el
nifio por una resistencia disminuida a las
infecciones la que le es generalmente fatal.

Donde mas valor representa este método es
en la hiposiderrofilinemia, que es wuna
enfermedad que no puede diagnosticarse como
las anteriores, por medio de la electroforesis en
papel. En esta enfermedad esta disminuida la
fraccion (/?i-transferrina) y aumentada la ante-
fraccion S. (Ivanyi y otros.”)

El aumento de la antefraccion 8 también
aparece en la hiperhaptoglobuli- nemia.

La fraccion Si lipoproteina aparece
prolongada hasta el sector correspondiente a la
antefraccion S* en embarazo avanzado y en
enfermedades neoplasi- cas.

Las metastasis neoplasicas o6seas se
distinguen frecuentemente por la hipertrofia
del trazo de las /2, globulinas.

El suero de pacientes que sufren de nefrosis
lipoidica produce: disminucion de la albtimina
y y globulinas, aumento de las a globulinas.
Este aumento no ocurre en una sola proteina
sino en el conjunto de las globulinas del grupo
a, globulinas.

Las afecciones hepaticas acompafiadas de
una elevacion de las y globulinas (Cirrosis
hepatica, hepatitis) muestran un trazo grande
de y globulinas tipico del exceso de antigeno.
Este aumento se observa uniformemente en
todas las y globulinas. Esta generalmente
asociado a un aumento de las /3: globulinas.

Han sido observadas otras alteraciones en
diferentes enfermedades, pero por el momento
no tiene valor para el diagnoéstico debido a que
existen otros mé
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todos seguros para ello. Por ejemplo, en la fase
aguda del lupus eritematoso 110 aparece la
fraccion /!, A globulina.

Determinacion de grupos de suero humano.
Existen dos grupos de a< hapto- globulinas I a-
.H1 que forman tres com- ininaciones en suero
buuiano (Hp-1-1) (Hp-2-2) y (Hp-2-1). Existe
otro grupo Ge (a: globulina) en donde se
observan también 3 variaciones como grupo
Ge 1-1, Ge-2-1 y Gc-2-2. Ambos grupos: grupo
de a-, haptoglobulinas y grupo Ge (grupo de a-
> globulinas), se' pueden detectar por
imnunoelectroforesis. Para detectar el Ge
grupo existe solamente un método: el método

de eleetroforesis 1 Hirscbfeld.s)

Significacion de la inmunoclectroforesis en la
embriologia. Por medio de la inmunorreaccion
se puede demostrar en que momento el tejido
embrionario adquiere su identidad biolégica o
sea en que momento este tejido se comporta
como un tejido adulto desarrollado.

Gracias al método de inmunolectro- foresis
se pueden analizar diferentes fracciones de
proteinas en cantidades mas pequeiias que una
millonésima de gramo. Con ninguna otra
técnica se puede detectar la pureza de una pro-
teina como por este método. Por el momento la
imnunoelectroforesis es una técnica nueva que
en un futuro abrirda nuevos caminos a la
investigacion y al analisis de las proteinas.
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