La inmunoelectroforesis

CAPITULD 1

Fundamentos, materiales y métodos

Por los Dres.:

ALBERTO GRANADD JIMENEZ") Jarospav Masopusti®®
¥ Rati PErez ATENcCIO***)

La introduccion de la téenica de la
clectroforesis en el estudio de las pro-
teinas, por A. Tiselius, constituyé una
aportacidén importante para la diferen-
ciacion de las mezclas de las proteinas.
La electroforesiz= en papel hace posible
la separacion de las proteinas séricas en
cinco o scis [racciones, Con la ayuda
de téenicas especiales puede llegarse a
obtener de ocho a diez [racciones.! Sin
embargo, el plasma humano contiene
hasta cien o mas diferentes fracciones.”

Por eso se huscaron otros métodos
que permitieran una diferenciacion més
completa de las diversas fracciones. En-
tre aquellos que han obtenido mas éxi-
tos, se encuentra la inmunoelectrofore-
sis, descubierta en 1953 por Grabar y
Williams.* Con la correcta aplicacion
de este método se pueden distinguir
hasta treinta componentes del espectro
de las proleinas séricas.

Como s¢ trata de un método que des-
pués de ser utilizado durante mis de
diez afios plrece numerozas posibilidades
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tanto en su aspeclo experimental como
clinico, queremos en este trabajo dar a
conocer a los médicos y trabajadores
cientificos no sdlo su hase tedrica, sino
también transmitir nuestra experiencia
prictica. a base de una técnica simple
que la hace accesible ain para los labo-
ratorios menos equipados,

PRINCIPIOS DEL METODO

La inmunoelectroforesiz ez la combi-
nacion de dos métodos: lro.. la agaro-
foresis (electroforesiz en ¢l gel de agar).
2do., Inmunoeprecipitacion por doble di-
fusion,

La agaroforesis separa primero las
fracciones proteicas sobre una plaquita
de agar gel, en una solucion tampén, de
acuerdo con la movilidad electroforé.
tica (Figura No. 11,

Luego se hace una deteceion de los
componentes proteicos yva separados por
medio de la inmunoprecipitacion (tée-
nica de Ouchterlony)* es decir se dejan
las fraceiones difundir contra el anti-
suero (sutro de caballo o de conejo sen-
sibilizado con proteinas séricas huma-
nasl. colocando en ¢l un canaliculo pa-
ralelo a la direccién de la migracién
{Figura No. 2).
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Fig. 2. Inmunoprecipitacion segin Io téenica de Ocheerlony.
El suero o estudiar se coloca en ol punte de partido-circular
v el antisnero en los canaliculos.

i se emcuentra en el antigeno ila
fraccion proteica) con su anticuerpo se
forma una linea de precipitacion espe-
eifica (Figura No. 3).

Es decir. que la separacion de una
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mezela de proteinas por inmunoelectro-
foresis es sumamente detallada dado gue
en ella participan tres procesos fisico-
gquimicos, o mejor atn, tres propieda-
des de la molécula proteica, a saber:
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11 la movilidad electroforética; 2) la
magnitud de la difusion v 31 las pro-
piedades inmunologicas.

DESCRIPCION DEL METODO
Iro. Purificacion del Agar:

Utilizamos Agar Difeo o cualquier
ulrp apto para hacteriologia. Diez gra-
moz de ester agar se colocan en un Erlen.
mever de dos litros y se suspenden en
1.500 ml. de agua destilada. Se deja
decantar durante tres horas, se vierte
luego ¢l szobrenadante, repitiendo esta
operacion dosz o tres veces. El agar la-
vado se suspende en cantidad suficieme
de agua para obtener 300 c.e. de solu.
cion y se disuelve el agar con la ayuda
del Bafo-Maria hirviente. Cuando el
agar esta bien disuelto s¢ vierte sobre
una cubeta pland para obtener un gel
de espesor uniforme de alrededor de
1 em. se deja gelificar durante el tiempo
necesario (alrededor de una hora v lue-
zo se corta en cubitos de 1 em” aproxi-
madamente.
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Fig. 3. Inmunoclectroforesis
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precipitocion de  fax fraes
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Estos cubitos se lavan con agua des-
tilada cuatro veces por dia durante ocho
o dicz dias, conservindolos en el refri-
serador. Transcurrido este tiempo el
agar esta listo para ser utilizado y debe
ser conservado siempre en el refrige-
rador.

2do. Soluciones Buffer:®

al Buffer para la preparacicn de las
acas de agar:

Acido dietil-barbitarico . 166 g2r.
Dietil barbiturado de

sodio . . . . . .. ... MOST gr.
Cloruro de Caleio 2H.0 . (.58  gr.
Agua bidestilada. e.sp. 1000 ce.

b Buffer pura cimara eleciroforética:

Acido dietil-barbitirico . L38  gr.
Dictil-harbiturato de

sodio . . . . ... ... BTG zr
Clorure de caleio ZH0 . 058 gr.
Agua bidestilada, c.s.p. 1.000 cec.
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Jro. Camara Electroforética:

Se utiliza una cubeta de plastico de
aproximadamente 20 em. de large por
16 em. de ancho v 8 cm. de altura en
cuyo interior se encuentran dos tabiques
del mismo material ¥ de una altura algo
inferior a la cubeta, el objeto de estos
tabiques es de mantener un pH cons-

tante en ¢l dnodo y en el citodo (nos
otros utilizamos como cubeta una caja
de plastico muy comiin en los hospitales
de toda la Isla, de productos liofiliza-
dos). Los electirodos de la camara estian
construidos con alamhre de platino,
adosados a la tapa de la cubeta en la
forma que muestra la figura No. 4.

Fig. 4. Cubeta de materiol plistico con electrodos de
hilas de plating construidae en neesteo Inboraterio.

FUENTES DE PODER

Como  fuente de corriente continua
s puede utilizar cualquier equipo que
sea eapaz de producir una corriente de
0 a 40 miliamperes v un voltaje que
varia de 0 a 300 voltios y que puedan
ser factibles de regulacidn.

Preparacien de las placas de agar:

11 Material:

al Placas de vidrio plano de 8.5 em.
de largo por 8.5 cm. de ancho v
146 2 mm. de espesor.
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L Solucion de agar Bufier: se co-
locan 11 gr. de agar purificado
en un Erlenmeyer de 150 ce. de
capacidad vy sc agregan 4 ml. de
agua bidestilada, se disuelve con
agua al calor y se agregan luego
& ml. de la solucién de Buffer
para agar y se calienta hasta ¢bu-
licién. Esta cantidad es sufi-
ciente para cubrir dos placas.

2V Preparacion:

Se lavan las placas de vidrio con
detergente, Tuego con agua destilada

i . P,
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v finalmente con aleohol. Se coloca
esta placa sohre una mesa horizontal
v s¢ le agrega por medio de una pi-
peta 8.5 m. de la solucion agar
Buffer en caliente, procurando que
la superficie del agar quede lo mis
regular posible. Estas placas con el
agar s¢ dejan gelificar durante 15 &
30 minutos y luego de este tiempo
pueden ser utilizadas o guardadas en

Fig. 5. Esquema de ln placa wtilizada
agar parn Inmonaeleciraforesis,

camara himeda para su utilizacién
posterior.

PREPARACION DE LOS CANALICULOS
Y DEL PUNTO DE PARTIDA

Con la avuda de una placa de plastico,
acero inoxidable, o aluminio donde se
rncuentran ya troquelados los puntos
de partida y los canaliculos tal como se¢
ve en la figura No. 5, se hace el corte
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de la superficie de agar sobre la placa.
Los puntos de partida, que dehen de ser
muy regularcs v exactos entre si, se ha-
cen con la ayuda de una aguja hipodér-
mica de diametro exterior de 2 mm.
aproximadamente, cuva punta ha sido
previamente limada v euyas paredes ex-
ternaz deben presentar una superficie
filosa. El desprendimiento del agar en
los puntos de partida se hace por medio

ra ln prepuracion de placas de

de la sureion con un tubo de goma adi-
cionado a la aguja. Los canaliculos se
cortan con una cuchilla especial o en su
defecto 2¢ uszan dosz hojaz de bisturi
unidas por medio de un aplicador (Fi-
sura No. 6.

PROCEDIMIENTO DE LA AGAROFORESIS

En los puntos de partida y con la
avuda de un tubo capilar se coloca la
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muestra proteica. La placa aszi prepa-
rada s¢ pone en la camara clectroford.
tica y log extremos del agar gel se unen
al Buffer por medio de dos tiras de
papel de filtro. Se conecta la cimara a
la fuente de poder haciendo pasar una
corriente continua de 6 miliamperes por
placa durante 2 & 3 horaz (variando el
ticmpo de acuerdo con la temperatura
del medio. la temperatura del gel, la

Fig. . Risturi v ogujo adaptade pora despren-
dimiento del agar de los canaliculos v puntos
de partida respectivamente,

fuerza idnica, ete. Es initil para obser-
var la marcha de la migracién electro-
forética colocar una gota de la solucion
de bromofenol al 19 en buffer junto
con una gota de la proteina en estudio,
fque sirve como testigo,

INMUNOPRECIPITACION

Después de la migracién electroforeé-
liea se quita €] agar de los canaliculos v

3an

con la ayuda de una micropipeta se lle-
nan éstos con el antisuero y se lleva la
placa a una cimara himeda. Se deja
precipitar entre 12 y 18 horas. Se lava
luego la placa con solucién fisiolégica ¥
s¢ ¢liminan a continuacién las proteinas
que no reaccionaron dejando la placa en
solucion fisiolégica durante 3 horas ¥
luego en agua bidestilada de 3 a 5 horas,
Las placas asi lavadas se envuelven luego
en un papel de filtro humedecido con
agua destilada v se deja secar esponta-
neamente en ¢l aire o temperatara am-
biente. Este secado dura 10 horas. Esta
placa ya esta lista para ser usada en la
identificacion de los  siguientes  ele-
mentos:

a) Proteinas
b} Lipoproteinas
¢l Glucoproteinas

dependiendo de que =e utilicen distin-
tos tipos de colorantes.

A continuacién explicaremos las tée-
nicas de coloracién de proteinas, lipo-
proteinas vy glucoproteinas,

COLORACION DE PROTEINAS
Ceolorante:

Amido negro . . D5 gr
Acido acético glacial . . 50.00 ml.
Aleohol metilico . 400000 ml.
Mezelar v ffffh‘;r:
Decolorante:
Aleohol metilico . 50 partes

Agug destilada . . . . . . 40
Acido acético glacial . . . 10

PROCEDIMIENTO

1. Las placas sc lavan con agua desti-
lada para librarlas de las fibras de
papel de filtro que =e adhicren a la
pelicula de agar.

2. Se sumergen las placas en la solucién
colorante de 5 a 10 minutos,

. . P.
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3. Se decoloran por medio de 3 baiios
de la solucion decolorante, mante-
niéndose de 3 a 6 minutoz en cada
uno de los hafios.

4. Se dejan secar espontineamente cn
el aire. a la temperatura ambiente.

COLORACION DE LIPOPROTEINAS
Colorante:

Sudin negro . . . . . . 0.5 ar.
Alcohol etilico al 60% . 30040 ml.

La disolucién del colorante se hace
calentande la mezela a ehullicién. Se
deja enfriar v se filtra.

Decolorante:

Aleohol etilico al 307 .

PROCEDIMIENTO

Las placas se sumergen en la solucién
el colorante durante una hora, luego se
extraen y g decoloran pasando por tres
hafios consecutivos de la solucion deco.
lorante durante 10 a 15 minutos en cada
uno de ellos. Sec deja secar a tempe
ratura amhbiente.

COLORACION DE LAS GLUCO.
PROTEINAS?

Utilizamos para este tipo de protei-
nas la reaccion de Nadi,

Reactivos:

Solucidn de dcido periddico: Un gra-
ma de dcido periddico se disuelve en
30 6 50 ml de agua destilada, se le
anade 2,72 gr. de acetato de sodie, 3H.0,
v se completa hasta 100 ml. con agua
destilada.

Selucion de clorhidrate de hidroxila-
mina en Buffer acético: (pH 4.7) : 10 gr.
de clorhidrato de hidroxilamina se di-
suelven en 100 ml. de Buffer acético (el
Buffer acético se haee con 3,144 gr. «e
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acetato de sodio. 3H-0), 2.4 ml. de aeido
acético glacial v se disuelve el total en
cantidad suficiente para 200 ml. de agua
destilada.

Solucion de alfa-nafrol 0.01 Molar: Di-
solver 144 mg. de alfa-naftel ¥ 37.2 mg.
de dcide etilen-diaminotetraacético en
L0 ml. de agua.

Solucion de parafenilen-diaming 0.01
Malar: Disolver 200 mg. de parafenilen-
diamina v 37.2 mg. de dcido etiléndia-
minotetraacético en 1L.OOO ml. de agua
otra solucidn.

Solucion de peroxido de hidrogeno
0.1 Molar: Un ml. de agua oxigenada al
30% complementarlo a 10 ml. con agua
destilada,

PROCEDIMIENTO

Las placas ya lavadas y secadas se
colocan en las soluciones siguientes:

al En la solucién de hidroxilamina.
15 minutos

h) En agua corriente, 15 minutos

¢} En la solucién de acido periédico,
10 minutos

d} En agua corriente, 10 minutos

el En solucion colorante, 5 o 10 mi-
nutos

f) Agua corriente, 3 a 10 minutos

La solucion colorante esta constituida
por los siguientes reactivos:

Solucién de Alfa-naftol

[ F ) e e e 1 parte
Solucién de parafenilen-dia-

mina 0,01 M ........... 1 parte
Solucidn de H.0,

0.1 M s sl el 0.2 parte

PREPARACION DE LOS ANTISUEROS:

Antigeno:
Suero livmano .............. 25 'ml.
Agua destilada .............. 80 ml.
Solucidn (504). AIK.2 H.O al
S S s 90 ml.
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Se mezcla agitando v con ayuda de
una solucion de HONa 5 N se lleva a
un pH 6.5. Esta mezcla se centrifuga y
el sedimiento se lava dos veees con una
solucién salina fisiolégica, El sedimiento
lavado se suspende en solucidn de ClNa
al 9 por mil esp. 100 ml.

ESQUEMA DE LA INMUNIZACION
DEL CONEJO

Debe wtilizarse un conejo  de buen
peso. aproximadamente 2.5 Kg.

Dia 1%.: Se inyecta 5 ml de la suspen-
sidn por via intramuscular en
cada extremidad del conejo.

Idia 14.: Se repite la operacion anterior.

Dia 24.: Se inyecta por via intraperito-
neal 1 ml de sueroe humano
freseo. Agregando 100 mil U.
de penicilina ¥ 250 mg. de es-
treplomicina.

I¥ia 34.: Se inyecta por via intravenosa
{vena marginal de la oreja).
1 ml. de suero humano diluida
ide manera que la concentra-
cin de proteinas sea de 1 gr.
%. Agregando también los an-
tibigticos.

Idia #44.: Se extrae muestra de sangre

del conejo para probar la ean-

tidad v ealidad de los anti-

cuerpos por medio de la inmu.

noelectroforesis.

Si esta prueba solo muesira de 8 a 10
lineas de precipitacion o en el caso
de presentar mis, éstas son muy débiles,
debe continuarse la inmunizacion. Para
ello debe continuarse inyectando 1 ml.
de suero diluide por via endovenosa 6
1 ml. de suero natural por via intramus-
eular v después de cada semana de esta
aplicacion volver a probar la cantidad
de los anticuerpos por medio de la
inmunoelectroforesiz. Cuando los resul-
tados nos indican que no puede aumen-
tarse los anticuerpos en la sangre del
conejo s¢ le extrae toda la cantidad
de sangre posible, se deja coagular, se
separa ¢l suero del eodgulo, e filtra el
suere por medio de un filtro de Zeiss
para esterilizarlo, v se¢ goarda en dm-
pulas ecerradas,

Una ver obtenidos estos materiales v
signiendo los métodos deseritos anterior-
mente, cualgquier Laboratorio Clinico
puede incluir entre sus métodos de tra-
hajo la aplicacién de la inmunoelec.
troforesis.

RESUMEN

1. El trabajo presenta los fundamentos
teorieos de inmunoelectroforesis.
Se deseribe una metédica modificada
de obtencion de antisucre antihuma-
no de conejo.

3. Hay una descripeion detallada  de
una modificacién del método para
poder ser usados en los lahoratorios
no especializados,

s
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