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I N T R O D U e e I O N 

El concepto de inmunidad es antiguo, empírico y se puede 

llamar propiamente el estudio de la resistencia a las in-

fecciones. Varios siglos antes del descubrimiento de la 

teoría de los gérmenes para las enfermedades infecciosas, 

ya se sabía que la convalecencia de una enfermedad se acom . -
pañaba de una resistencia especial contra la reinfección. 

Así surgió la Inmunología, la cual se define como el estu-

dio de los fenómenos que permiten al huésped mantener cons 

tante su medio interno frente a substancias que se identi-

fican como extrañas (producidas dentro del propio huésped, 

o introducidas del medio ambiente externo),(2). 
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Un antígeno se define como una substancia que puede esti

mular a ciertas células de un animal para que elaboren prQ 

teínas que tienen la facultad de reaccionar con el antíge

no de manera específica (anticuerpos). Los anticuerpos a 

su vez se definen como substancias ·producidas en respuesta 

a un antígeno que muestra similitud antigénica, estructu

ral y biológicap pero difieren respecto a su estructura 

primaria, lo que pBrmite que su función sea estrictamente 

específica.(1,2). 

Los anticuerpos son proteínas que desde el punto de vista 

inmunológico son llamadas inmunoglobulinas, las cuales en 

los Últimos años han atraído una gran investigación, y se 

encuentran en las fracciones beta y gamma globulina del 

suero. ( 4). 

El resto de las fracciones globulínicas consisten en pro

teínas no relacionadasp que sólo comparten una movilidad 

electroforética común.(J). 

Según las investigaciones efectuadas por Tiselius en 1936, 

las gamma globulinas fueron identificadas y designadas co

mo un grupo diferente de seroproteínas. Recibieron este 

nombre porque migraban más lentamente hacia el ánodo en un 

campo eléctrico a pH 8.6, que las globulinas de otros dos 

grupos llamados alfa y beta.(1). 
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En 19J8p Tiselius en compañía de Kabat observaron que el 

suero inmune tení~ un nivel más elevado de gamma globuli

na que el suero n~ inmune. Era evidente incluso para di

chos investigadores que esta gamma globulina no era una 

proteína homog~nea, sino varias.(J). 

Estudios posterio1 es demostraron que la fracción gamma glo 

bulina del suero l onsistía, por lo menos, en cinco globul~ 
nas, cuya actividad de anticuerpo, propiedad vital en co

mún, podía difere ciarse por análisis antig~nico.(1). 

cantidad de problemas referentes a la 

nomenclatura de las gamma globulinas, pero hasta 1959 He-

remans, para esclarecer esta situación, recomendÓ el em-

pleo del t~rmino Inmunoglobulina para hacer referencia al 

sistema de proteínas muy relacionadas aunque no id~nticas, 

que son capaces de actuar como anticuerpos. 

Posteriormente, la Organización Mundial de la Salud reco

mendó una terminollogía donde las inmunoglobulinas se desi_g 

naron con las si§Uientes abreviaturas: IgG, IgM, IgA, IgD 

e IgE, significando "Inmunoglobulina G", "Inmunoglobulina 

M", y así sucesiViamente o(J) o Esta clasificación se basó en 

propiedades físi o-químicas, estructura antig~nica y acti-

vidad biológica.( ), Algunas de las propiedades de ~stas 

cinco inmunoglobulinas se indican en la tabla 1. 

- J -



Los estudios reali ~ ados en los Últimos años han ayudado a 
1 

la integración de toda esta información acerca de las prQ 

. 1 "f" l . , . . p1edades y e as1 H:ac1on de las 1nmunoglobul1nas, la cual 

condujo a la formaJ ión de un modelo específico de la es-
\ . 

tructura de los anticuerpos.(Edelman, 197J),(J). 

Tres observaciones favorecieron el estudio de la estructu 

ra de las inmunoglf bulinas: 

1) En 1959 Porter inmunizó conejos contra albúmina de hue 

vo y trató su gamml globulina con papaína, una enzima prQ 

teolítica, y ciste , na un agente reductor. Esto lo corrió 

en una columna de carboximetilcelulosa resultándole tres 

picos, que represedtan tres fragmentos polipeptídicos, dos 
1 

de los cuales pose ] an sitios de combinación de anticuerpos, 

por lo que fueron ~lamados fragmentos Fab, fragmento liga

dar ~e anticuerpos, los cuales eran casi idénticos en tama 

ñop contenido de aminoácido s y comportamiento.(1,2,J,5). 

Dicho fragmento taj bién presentó una capacidad biológica 

dual y una unión d antígeno específico, la cual es la ac 

tividad del anticu l rpo.(6). 

A el otro fragment d se le llamó ~e, el cual se cristaliza 

ba y no mostraba a~ividad de anticuerpo. Este no fijaba 

el antígeno y tenía funciones efectoras específicas tales 

como la fijación del complemento, transferencia placentaria 
1 

y 1~ unión a las cé ulas.(1 , 2,J,5,6). 

2 ) La realizaron Nisonoff y colaboradores en 1960, quienes 

intentaron repetir el experimento de Porter ut ilizando o-
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tra enz i ma proteolítica, la pepsina. Obtuvieron como re-

1 sultado un fragmen¡ o que sí precipitaba con el antígeno y 

poseía actividad dr anticuerpo bivalente, y l e designaron 

a éste como (Fab') , el cual al sufrir descomposición da

ba dos moléculas d~ Fab idénticas a las que obtuvo Porter. 

(1,J), 

J) En 1959, Edelman utilizando la técnica de la electrofQ 

resis, observó dos tipos de bandas (cadenas de polipépti

dos). Las bandas de movimiento rápido fueron llamadas ca

denas ligeras y lai de movimiento lento cadenas pesadas. 

(J,5). Cuando se t t ataron en forma similar, se encontró que 

el Fab cons istía em una mitad amino de la cadena pesada (H) 

y una cadena ligera (L); y el Fe cons istía en una mitad car 

boxilo del dÍmero me cadena pesada.(2). 

La unidad monoméri 1a básica de todas las inmunoglobulinas 

esta formada por e atro cadenas polipeptÍdicas, dos cade

nas H y dos cadenas L, unidas entre sí por enlaces disul-

f uros. ( J, 6 ) . 

Cada inmunoglobulina tiene una región que posee una secue~ 

cia variable de ami noácidos. Estas regiones variables (V) 

están localizadas ln la porción N terminal de las cadenas 

H y L, res i diendo Jn estas áreas el sitio activo del ant1 

cuerp~.( 6 ) . Las re l iones de las cadenas H y L son designª 

das VH yVL , respec t ivament e .(Fig . 1). A su vez, la inmunQ 

globul ina posee regiones qu e t ienen l a mi s ma se cuencia de 
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aminoácidos llamán oles regiones constantes, designadas CQ 

mo CH y CL, depend·endo de la cadena en que se encuentre. 

Edelman enfatizó que en el dominio CH residía una import~ 

te actividad biolÓ~ica, a la que designó como función efec 

tora de la inmunog~obulina. 

También existe una ~orción central de la cadena H llamada 

"región de la bisagra", la cual permite la flexibilidad de 

las porciones Fab ~e la molécula, facilitando el acomodo 

de antígenos de diflerentes tamaños y conformaciones además 

de la fijación del complemento.(Feinstein y Rowe, 1965). 

(J,6). 

Las cadenas pesadas! de las cinco inmunoglobulinas, IgG, 

IgM, IgA, IgD e IgJ son designadas como gamma, miu, alfa, 
1 

delta y epsilon resf ectivamente. Las cadenas ligeras son 

las mismas en todas¡ las inmunoglobuli as las cuales son de 

signadas como kappa y lambda.(Tabla 1). 

Ultimamente se ha r copilado información sobre la función 

. y estructura cuaternaria de las inmunoglobulinas. La IgG 

incluye de un 70 a f n 80 por ciento de nuestros anticuer

pos humorales. Su amplio espectro de anticuerpos nos da 

una idea de su enorme heterogeneidad de sitios de unión 
.. , 1 . f" 1 ., de antlgeno y esta ~ structuralmente con lnada a a reglon 

variable de las mol r culas de I gG, aunque, en menor grado, 

dicha heterogeneidad se observa en l a part e constante.(?). 
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En la actualidad se ¡ conocen cuatro subclases de IgG: IgG
1

, 

IgG2 , IgGJ e IgG4. kstas subclases difieren en su estructu 

ra primaria en la r t gi5n carboxílica terminal de sus cade

nas polipeptídicas pesadas, en el arreglo y número de los 

puentes disulfuro d~ esta misma cadena y en la localiza

ción de los puentes disulfuro que unen las cadenas polipe~ 

tídicas pesadas y l ageras.(?). 

Se demostr5 que la f gM se compone de pentámeros y cada ele 

mento del mismo conf iene dos cadenas H y dos cadenas L unl 

das por enlaces dis¡ lfuro débiles. Al sufrir reducción por 

reactivos sulfhidrí~icos, logra tener el mismo peso molecu 

lar que la IgG e Ig .(J). 

Se pudieron estable er dos subclases de IgA, la IgA1 y la 

IgA2 ó IgA secretor , en base a sus diferencias de estruc

tura antigénica y d variaciones en la disposición de los 

puentes disulfuro entre las cadenas. En las secreciones, 

la IgA2 , se encuent~a en forma dimérica unida por enlaces 

covalentes a la cad na J, y a una cadena polipeptídica adi 

cional que es el componente secretor.(6). 

Con .respecto a la I~D no se ha estudiado mucho debido a su 

degradación espontánea, pero las Últimas investigaciones 

han demostrado que orma parte de la membrana de los linfa 

citos B y por lo tJrto interviene en la modulación de la 

respuesta inmune.(8), 

La clase IgE , se h J popularizado por su propiedad de me-

diar reacciones de ipersensibilidad inmediata y se le ha 
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considerando como ticuerpo reagínico responsable de la 

sensibil i zación cutlánea en la alergia atópica. Es la inmu

noglobul i na que se bresenta en menor concentración y es la 

más recientemente estudiada.(J,6). 

Todo lo citado con terioridad muestra un bosquejo de las 

cinco inmunoglobuli as conocidas hasta la fecha. Partiendo 

de lo anterior, enf caremos nuestro trabajo a la inmunoglQ 

bulina A, debido a ue es la de interés en nuestra investi 
. ~ gac1on. 

En la búsqueda de 1 s valores normales de las inmunoglobu-

linas en el suero, e llegó a la conclusión de que cada 

técnica establece s s propios valores normales dependien~ 

do de las concentra iones internacionalmente establecidas 

y de los resultados obtenidos en la aplicación de dichas 

técnicas. Hay una l·gera variación en los resultados debi-

do a que los estudi s conocidos se realizaron en diferen-

tes lugares geográficos, y el medio ambiente es uno de los 

principales factoreb que influyen en este tipo de determi-

. ~ L b., 1 f t 1· t .~ nac1ones, as1 como ~am 1en e ac or a 1men ac1on, que va-

ría aun de región e
1 

región. ( 19,28). 

Las unidades más cor unmente utilizadas para designar la con 

centración de inmunbglobulinas son en miligramos por 100 

mililitros (mg/ml ) ~ en unidades internacionales por mili-

litro (U.I./ml). 

Son evidentes las v iaciones en concentración de las inmu-
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noglobulinas en ias condiciones citadas con anterioridad, 

esto se observó al revisar la bibliografía que incluía i~ 

formación de diferentes países tales como: Estados Unidos 

de América (10,11,12,13,14,15,16,18,19,20,22,25), Holanda 

(4,9,10,17,21), Bélgica (10,16,27), Suiza (9,21,24), Chi

le (9,16), Inglaterra (9,15), México (9,10), Alemania (9), 

Argelia (9), Australia (9), Bulgaria (26), Dinamarca (23), 

España (16), Japón (9), Nigeria (9), Nueva Guinea (10), 

Suecia (9), y Venezuela (10), 

Se han observado patologías debido a un aumento o disminu~ 

ción de manera considerable de la inmunoglobul ina A séri

ca. Esta se ve aumentada en el caso de artritis, síndrome 

de Down, mieloma múltiple y disminuida en sÍndrome nefró

tico idiopático, ataxia, agammaglobulinemia, hipogammaglo

bulinemia transitoria, disgammaglobulinemia y enteropatía 

con pérdida de prote1nas.(3,7,11,12,27,29,30). 

En el área de la QuÍmica Clínica, la electroforesis es de 

gran utilidad principalmente en la separación de los cons 

tituyentes del plasma, del suero y de otros lÍquidos cor

porales. ( 31). 

En la actualidad, la electroforésis es de gran ayuda para 

la separación de las cinco fracciones mayores de las pro

teínas del suero, comenzando de la más cercana al ánodo y 

moviendose hacia el cátodo: albÚmina, alfa1 , alfa2 , beta y 
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gamma.(?). Estos tipos de proteínas muestran una migración 

relacionada con su forma, tamaño y carga. 

Los principios de la electroforesis fueron definidos a 

principios del siglo XIX. En 1879, He l mholz sugirió la 

existencia de una capa eléctrica doble en la interfase del 

solvente y sÓlido, pero no fue sino hasta 1930 que un gru

po de suecos pusieron la teoría en práctica y diseñaron 

los primeros instrumentos electroforéticos.(32). 

Theorell y Tiselius hicieron aparatos para electroforesis 

analítica en fase líquida, pero estos resultaron ser muy 

costosos, difíciles de operar y requerían de una gran can 

tidad de muestra.(32). 

Se denomina electroforesis en general, al desplazamiento 

de las partículas ~oloidales de una fase sólida con res

pecto a una lÍquida bajo la influencia de un campo eléc

trico:(3,32). Al colocar una mezcla de partículas que ti~ 

nen cargas netas y medidas diferentes en un campo eléctri 

co, como son distintas se moverán a velocidades variables 

sucediendo la separación completa o parcial de dichas pa¿: 

tículas, ( 32). En ·esta técnica intervienen otros factores 

tales como la carga eléctrica, la forma, el tamaño de las 

partículas y su movilidad electroforética. 

La electroforesis puede ser de dos tipos: libre y en zona. 

La primera sucede cuando el campo eléctrico se aplica di-
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rectamente a la solución. La otra, las partículas carga-

das se colocan en un medio estabilizador (papel filtro, 

acetato de celulosa, agarosa, etc.), s obre el que se de-

pos itan en el curs o de su migración, de manera que al fi 

nal se puedan teñir en dicho medio.(1940).(3,32). 

Debido a que la electroforesis no nos da una caracteriza-

ción y cuantificación muy precisa de las inmunoglobulinasp 

s e utiliza la inmunoelectroforesis para lograr dicha pre-
. . , 

ClSlOn. 

Grabar y Williams en 1953, fueron los primeros en utili-

zar la inmunoelectroforesis en investigaciones inmunoló-

gicas . ( 5, 29) . 

La inmunoelectroforesis es la combinación de la electro-

foresis con la inmunodifusión. Siendo esta Última la di-

fusión del antígeno y anticuerpo, hasta alcanzar una con

centración apropiada y como consecuencia la aparición de 

bandas de precipitados.(3,29). Esta técnica es muy útil en 

la identificación de una proteína específica, de la tota

lidad de las proteínas del suero. Las anormalidades se 

muestran cuando existe ausencia, disminució·n y aumento de 

dicha proteína.(29). 

Durante los Últimos años se han efectuado métodos inmuno-

electrof oréticos cuant itativos del su ero humano con anti

sueros polivalentes, distinguiéndose un poco más de 40 

l Íneas de precipit ado, de las cual es algunas s on conside-
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radas inmunoprecipitados de dichos sueros, y el resto aún 

no han sido identificadas.(JJ,J4). 

Descubrimientos recientes sobre técnicas de inmunoelectro 

foresis han permitido las determinaciones cualitativas y 

cuantitativas de las inmunoglobulinas G, M y A del suero, 

(35). 

La IgG migra de la región alfa2 hacia la región gamma, pr~ 

sentándose en mayor proporción en la posición gamma2 . La 

IgA migra de la fracción beta hacia el área gamma1 . Y la 

Última, la IgM, migra entre beta y gamma con una mayor con 

centración en la posición gamma1 .(29). 

La cuantificación de las tres inmunoglobulinas principales 

se realiza en el suero de los pacientes que se sospecha 

que tengan anormalidades en el nivel de las mismas. Dada 

la importancia de lo anterior se han desarrollado muchos 

métodos. 

Heidelberger y Kendall requirieron de un antisuero especl 

fico para la estimación de las proteínas individuales del 

suero, utilizando el método de precipitación cuantitativa. 

Este limitó el uso del mis~o, pero la técnica fue simpli

ficada.(J6)~ 

La técnica en tubo de Oudin, se basa en la difusión del 

antígeno sobre una superficie de agar que contiene anti

cuerpos. Al suceder este fenómeno se produce una zona de 

proporción Óptima de antígeno-anticuerpo, observandos e 
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una lÍnea de precipitado,(1,J6), 

Una modificación del método anterior es la prueba de Ouc~ 

terlony de "difusión dobl e " en agar. Aquí el antígeno y 

anticuerpo di funden uno hacia el otro s i mu l t aneamente, per_ 

maneciendo sus puntos de proporc i ón Óptima bastante está

ticos y las lÍneas de precipitado no tienden a desplazar

se a(1). 

La técnica de Mancini, la cual se basa en la difusión ra

dial del antígeno en el agar conteniendo anticuerpos es la 

más ampliamente utilizada para la cuantificación de las ln 

munoglobulinas del suero.(J2,J6). 

La inmunoelectroforesis cruzada es una técnica recientemeh 

te introducida que se lleva a cabo en do s dimensiones y 

permite una estimac i ón cuantitativa de las proteínas. Fue 

descrita por Laurell en 1965, y sufrió una modificación 

por Clarke y Freeman.(5,J7,J8 ). 

Se de s cribió una importante modif icación llamada Contrain 

munoelectroforesis. El anticuerpo se coloca frente al an

tígeno, se aplica una corriente eléctrica de manera qu e el 

antígeno se moverá hacia el anticuerpo y ~iceversa, hasta 

que se forma una lÍnea de precipitado entre ambos.(5). 

En 1966, Laurell describió un método cuantitativo original 

mente llamado Electroforesis "Rocket" (cohete) que recien 

temente f ue llamado Electroinmunoensayo.(J2 ). 

El pr inci pio en que se basa este mé t odo es la rápida mi -
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gración electroforética del antígeno en una placa de agar 

que contiene anticuerpos, los cuales se mantendrán en con 

centración constante a través de toda la placa.(J2,J9). 

Un campo eléctrico induce la migración de los antígenos y 

los anticuerpos, de manera que reaccionan los unos con los 

otros formando complejos, los que forman zonas de precip_i 

tación parecidas a cohetes en ascenso. En este punto, el 

cohete no se moverá aunque continúe la electroforesis. La 

altura del cohete está en relación cuantitativa con la con 

centración del antígeno aplicado,(J2,J6). 

La cuantificación de las inmunoglobulinas por el método de 

Electroinmunoensayo es muy difícil debido a que el antíge

no es heterogéneo y tiene movilidad electroforética muy Sl 

milar o idéntica a los anticuerpos que se encuentran en el 

gel. Por lo tanto se utiliza el método de Carbamilación 

con el cual se logra cambiar las cargas de las proteínas 

del suero, ó más específicamente aumentar la movilidad de 

los antígenos y anticuerpos. 

Reacción de Carbamilación: 

RNH + t CNO 
J R-NHCONH2 

El cianato reacciona con los grupos alfa y epsilon amino 

y sulfhidrilo de la proteína, de manera que los grupos a-

mino se convierten en grupos carbamilamino c Estos son vir 

tualmente no bás i cos.(J2,J9,40,41). 
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El objetivo esencial de nuestra investigación consiste en 

la estandarización del método Electroinmunoensayo para la 

cuantificación de la inmunoglobulina A sérica. 

- 17 - IUBLIOTEeA 
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M A T E R I A L E S Y M E T O D O S 

En este estudio se realizó la estandarización de la inmu

noglobulina A sérica por medio de el método de Electroin

munoensayo. Esto se logró utilizando estándares de. caneen 

trac.ión conocida de dicha inmunoglobulina para realizar 

la curva de calibración y poder así determinar las caneen 

traciones de la i nmunoglobulina en suero humano. Las con

centraciones de los estándares* antes mencionados corres

poden a: 

Estándar # 1 - 86 mg/ 00 ml. 

Estándar # 2 - 172 mg/100 ml. 

Estándar # 3 - 343 mg/100 ml, 

* Behringwerke AG. 
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las cuales se encuentran dentro del rango de los valores 

normales de la inmunoglobulina A. 

Nuestro estudio se llevó a cabo en el laboratorio de Aná

lisis Clínicos de la División de Ciencias Naturales y E

xactas de la Universidad de Monterrey, en el transcurso de 

Enero a Abril de 1981. 

A. MATERIALES. 

Cámara Electroforética. 

Es una cámara cerrada que contiene, dos electrodos de pla

tino enclavados en una plataforma central de 120 X 230 mm, 

sobre la cual deben colocarse las placas de vidrio con a

garosa (R.2), dos recipientes para el buffer barbital pH 

8,6 (R.1) con capacidad de 1 1, colocados de tal manera que 

cubran los dos electrodos y se pueda cerrar el c"rcuito e

lectroforético con un conductor eléctrico apropiado como 

el papel filtro (Whatman # 1). 

La cámara electroforética contiene además un sistema de en 

friamiehto en forma de espiral localizado en la plataforma 

central a la cual se le conecta un reciclador de agua a una 

temperatura de 10°C ± 2. 

Fuente de Poder. 

La corriente en el gel se logra por medio de una fuente de 
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poder con voltaje estabilizado, a un rendimiento de 250-

JOO volts, genera de 8-10 V/cm (electroforesis de alto vol 

taje) . El voltaje en el gel se mide por medio de un voltí

metro, colocando un sistema de electrodos de prueba (4 cm 

de longitud), correspondiente a una escala máxima de 0-25 

V/cm. 

De la misma forma, el amperaje que es directamente propor

cional al voltaje, se mide con un amperímetro de escala, 

que va de 0-100 miliamperes. 

Perforador del gel. 

Este dispositivo se utiliza para hacer los orificios en el 

gel. Consiste en un tubo de acero inoxidable con diámetros 

específicos. El diámetro de los orificios estará de acuer

do con el volumen de la muestra que se va a aplicar. El 

diámetro utilizado en este método es de 2.5 mm para 5 mi

crGlitros de volumen. 

Plantilla. 

Esta plantilla .estándar permite oradar las cavidades de 

forma sim~trica de lado a lado en ~a placa de: gel, permi

tiendo una distancia del centro de un orificio al otro. La 

distancia requerida para este método es de 5 mm, El uso de 

la plantilla ahorra tiempo a la técnica y permite que los 

resultados sean reproducibles. 
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Placas de vidrio. 

Las placas que se pueden utilizar son de las siguientes 

medidas: 10 X 5 cm (8 ml), 10 X 10 cm (15 ml). Dichas pl~ 

cas deben estar limpias y secas ante s de usarse. Se reco

mienda lavar con detergente, enjuagar repetidamente con a 

gua destilada y por Último lavar con extrán y enjuagar muy 

bien con agua destilada. 

Las placas se colocan sobre una plataforma equilibrada, y 

se prosigue a colocar la cantidad por placa de agarosa 

conteniendo antisuero (anti-IgA)* (R. J ) necesaria para 

formar una capa de 1.5 mm de espesor (puede variar entre 

1 y 2 mm). Una vez que la agarosa ha s olidificado se ha

cen los orificios adecuados. 

B. METODOS. 

Carbamilación . Modificación del método. 

Se mezclan volumenes iguales de muestra, con concentración 

no conocida, o estándar, de concentración conocida y solu

ción de cianato de potasio 2M (R.4) , recientemente prepara

da. Se deja reaccionando de 18-24 horas a temperatura am

biente. 

Electroforesis. 

a) Calentar el apar ato de electrofore s i s durante un perío

do de 1- 2 h oras una ve z que se ha pr epar ado l a cámar a e l e~ 

troforética , con do s placas de 10 X 10 cm que contienen 

* Behringwerke AG. 
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una capa de agarosa sln antisuero. 

b) Aplicar la muestra y los estándares en los orificios 

de cada placa de agarosa e inmediatamente colocarlas so

bre la plataforma de la cámara electroforética. 

Disponer el papel filtro (20 X 8 cm de longitud y 1 mm de 

espesor) en forma tal que se establezca la unión de la a 

garosa con la solución buffer. 

e) Cubrir la cámara y proceder a apl icar el voltaje re

querido (280-300 V, que genera de 8-10 V/cm en el gel) dQ 

rante JO minutos. Este voltaje deberá medirse antes y de~ 

pués del corrimiento, usando un voltímetro de prueba como 

se describió con anterioridad. 

Desproteinización. 

Después de terminada la electroforesis se colocan las pl~ 

cas en solución de cloruro de sodio 0.1 M (R.5) durante 

15 minutos con el motivo de remover por difusión las pro

teínas no precipitadas. 

Tinción, 

a) La coloración de los inmunoprecip i tados se lleva a ca

bo con la solución colorante (R.6) por un tiempo de 10 ml 

nutos. 

b) La decoloración de las placas se realiza con l a solu

ción decolorante (R.?) durante un período de 10 minutos , 
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Análisis Cuantitativo. 

La cuantificación de las inmunoglobulinas de muestras 

problema se basa en la comparación de los precipitados con 

los estándares. 

La concentración de las inmunoglobulinas de muestras no co 

nocidas se determina por interpolación de la altura del cb 

hete de cada muestra en una curva de calibración que rela

ciona, la concentración de los estándares (abscisas) con 

la altura de los cohetes obtenidos (ordenadas), 

La medición de la altura de los cohetes puede efectuarse u 

sando una regla para medir la distancia desde la parte su

perior del pico hasta el centro del orificio donde se colo 

ca la muestra. 

REACTIVOS. 

(R.1) ~Buffer Barbital; 

* Merk. 

Barbital de sodio* (5,5-dietilbarbiturato 

de sodio) . .............................. . 

Barbital (á~ido 5,5-dietilbarbitúrico), .. 

Se mezclan los reactivos anteriores con a 

gua destilada y se afora a :1!.0 l. Se ajus

ta el pH a 8,6 si es necesario con HCl 

0.1 N Ó con NaOH 0,1 N. 

Se conserva en frasco ámbar, 
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(R.2) - Agarosa al 1%: 

Agar-osa.................................. 1. O g. 

Buffer barbital c.b.p .................... 100.0 ml. 

Se disuelve la agarosa en el buffer barbi 

tal calentando. 

(R,J) - Agarosa conteniendo antisuero IgA! 

Arltisuero IgA . ......... , ...... . , ......... . 

Agarosa al 1% e, b.p ......... ,, ........... , 

Se coloca el antisuero y se mezcla con la 

agarosa a una temperatura de 56°C. 

(R.4) - Cianato de potasio 2 NJ : 

Cianato de potasio .......... . ....•..••... 

Agua destilada e. b. p ..... , , , . ............ . 

Se disuelve el cianato de potasio en agua 

desti l ada. 

(R.5) - Solución salina 0.1 M: 
. . 

0.6 ml. 

32.0 ml. 

4. 05g. 

25.0 ml. 

Cloruro de sodio......................... 5.85g. 

Agua destilada .•....•.....•...........•.. 1000.0 ml. 

Se disuelve el cloruro de sodio y se afo-

ra con agua destilada. 

Se conserva en botella de plástico. 

(R.6) - Solución colorante Kenacid Blue R~ 

Kenacid Blue R . . , ............... .. .... o o . 1. o g . 
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Acido ac~tico ••...•....•••. , .•.. , , ..•. , .. 100.0 ml. 

Etan.o 1 ... 1 ••••••••• o •••••••••• 1 •••• o 1 ••• e 4 5o. o ml . 

Agua destilada .............•........ ,..... 450.0 ml. 

Se disuelve el Kenacid Blue R con las 

tres soluciones. 

Se conserva en frasco ámbar con tapón es

merilado. 

(R.?) - Solución decolorante; 

Acido acético . ................... o •• o •••• 

Etan.o 1 ........ , .................... , , .. , . 

Agua des.l..ilada ...... , ..... D •••••••••••••• 

Se mezclan los tres reactivos. 

Se conserva en frasco ámbar con tapón es

merilado, 
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R E S U L T A D O S 

El método se realizó repetidas veces variando condiciones 

tales como reactivos, tiempo de corrimiento, temperatura 

y grosor del papel filtro, hasta lograr que los precipit~ 

dos en forma de cohete, de los estándares de concentra

ción conoc-ida y de una muestra problema, fueran uniformes. 

Las condiciones a las cuales resultaron dichos precipi

tados fueron las siguientes: 

Voltaje - 280 v. 

Amperaje JO mA. 

Campo de fuerza- 7.5 V/cm. 

Tiempo 45 min. 
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Temperatura 

Papel filtro 

Como se menc ionó con anterioridad, la altura del cohete 

está en relación cuantitativa con la concentración del 

antígeno aplicado, por lo que procedimos a medir las al

turas de los precipitados obtenidos, (J2,J6), 

Los resultados se observan en la Tabla 2. En base a és-

tos se construyó la curva de calibración del método, pa-

ra con ella poder obtener la concentración de la inmuno

globulina A sérica no conocida de cualquier muestra a (Fig. 2) 
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D I S e U S I O N y e O N e L U S I O N E S 

El mét odo de Electroinmunoensayo es útil para la cuantifica

ción rápida de las inmunoglobulinas, requiere de 4 a 5 horas . 

Este método combina el análisis inmunoelectroforético y la i~ 

munodifusión radial para lograr la difusión del antígeno en 

un tiempo más corto (horas comparadas con dÍas).(J2). 

Se aplica un volumen exacto de antígeno en la agarosa unifor 

me que contiene anticuerpo. Un campo eléctrico induce la mi 

gración de los complejos formados, apareciendo zonas de pre

cipitación parecidas a cohetes en ascenso.(J6), 

La distancia final de migración del precipitado o la altura 
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del cohete esta relacionada cuantitativamente con la con

centración del antígeno aplicado.(1J). 

Convencionalmente la inmunoelectroforesis se realiza a pH 

8.6, debido a que la migración anódica del anticuerpo a es 

te pH está contrabalanceado por el flujo electroendosmóti

co.(J9). 

La técnica cuantitativa clásica no puede ser aplicada sln 

modificaciones a los antígenos que tengan migración elec

troforética idéntica o casl idéntica a aquella de los an

ticuerpos o a los antígenos que no son estables a pH 8.6.(39). 

Con el propósito de alterar las movilidades de las inmuno 

globulinas de los pacientes o de los anticuerpos especÍfi-

cos usados en el gel se describió el método de car~amila

ción.(1J,J2). 

La carbamilación se introdujo como una modif icación al mé 

todo de Electroinmunoensayo, lográndose con esto disminuir 

el tiempo de corrimiento de 2-10 horas a JO minutos.(J6,40). 

El grado de carbamilación depende de la concentración del 

cianato de potasio, el pH de la solución, el tiempo de rea 

cción y la temperatura.(40). 

Una carbamilación de inmunoglobulinas conveniente para el 

método de inmunoelectroforesis de Laurell puede lograrse 

cuando se dejan reaccionar un volumen de suero y dos volÚ

menes de cianato de potasio 2 M a temperatura ambiente por 
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18 horas.(40), 

Otros autores sugieren mezclar volúmenes iguales de la mue~ 

tra de inmunoglobulina y cianato de potasio recientemente 

preparado, incubarlo a 45°C por 20 minutos, enfriar la mez 

cla entre 10-15°C en baño de agua y diluÍrla con el buffer, 

para lograr la concentración deseada,(44). 

Se pueden usar solventes tales como agua destilada, buffer 

barbital o cloruro de sodio 0.2 - 0.5 M para disolver el cia 

nato de potasio, debido a que no se observa diferencia en 

los mismos . ( 40). 

Básicamente existen dos tipos de electroforesis clasifica-

dos de acuerdo a su voltaje:(42) 

1) La electroforesis de alto voltaje, la cual requiere de 

aproximadamente 280 volts y un campo de fuerza de 7-1 0 V/cm 

(dependiendo del antisuero que contenga el agar); una co

rriente por cámara de 40 miliamperes (para dos placas de 

10 X 10 cm), un tiempo de corrimiento de aproximadamente 

J horas y el sistema de enfriamiento para mantener una tem 

o peratura de 15 C. 

2) Electroforesis de bajo voltaje, el electroinmunoensayo 

puede ser llevado a cabo en campos de fuerza de 2-J V/cm. 

En este caso el tiempo de electroforesis es aproximadamen

te de 8-1 6 horas (toda la noche). El voltaje será de 80 V 

y la corriente por cámara (dos placas de 10 X 10 cm) de 10 

miliamperes . 
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Para realizar la conexión entre el buffer y el gel se pu~ 

den usar: algodón, papel o esponja. Para todos los contac 

tos parece ser que la resistencia y por lo tanto la produc 

ción de calor durante la electroforesis aumenta, conforme 

la distancia del gel al buffer es mayor . (32) . 

En lo que concierne a la altura alcanzada por los cohetes 

es recomendable que se encuentre en un rango aproximado de 

6 mm (concentración más baja) a 20 mo (concentración más 

alta).(32). 

Cuando aparecen cohetes muy pequeños, lo cual interfiere 

en su lectura precisa, se trata de sueros de pacientes que 

deberán repetirse con una dilución más baja. En cambio, si 

no se obs erva la terminación del cohete, significa que la 

concentración de la inmunoglobulina es muy alta y la pru~ 

ba deberá repetirse usando diluciones más altas del suero 

del paciente.(32). 

Además se deben tener en cuenta las fuentes de error más 

comunes de este método:(32,42,43) 

1) Condensación exceslva en ~a superficie inferior de la 

cubierta de la cámara. Esta condensación surge de la eva 

poración del agua de la placa de gel durante la electro

foresis como resultado del sobrecalentamiento de la capa 
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de gel; esto ocurre debido a el uso de una corriente muy 

alta, al utilizar agua no destilada y al no mantener el en 

friamiento adecuado, 

2) Para la elaboraci6n de la placa y la colocaci6n de la 

muestra sobre la misma es conveniente evitar lo siguiente: 

a) dejar la placa en una cámara no hÚmeda, ya que afecta

ría su superficie. 

b) una consistencia y grosor inadecuados de la agarosa, ya 

que si el gel es muy grueso, se formarán gradientes de tem 

peratura de tal manera que se impida 1~ precipitación. Por 

el contrario, si el gel es muy delgado, las irregularida

des de la superficie serán críticas, dificultando la cuan

tificación. 

e) derramar la muestra o estándares fuera de los orificios. 

d) hacer orificios muy pequeños, muy grandes e irregulares, 

ya que habría exceso de antígeno o anticuerpo. 

e) llenar orificios incomp letos o con burbujas, lo cual 

produce cohetes secundarios. 

f) dañar los orificios al momento de llenarlos, ya que re

percute en el tamaño y forma de los precipitados. 

g) al momento de hacer la agarosa conteniendo el antisue

ro, es necesar1o mantener la temperatura por debajo de 

60°C , ya que a esta temperatura el antisuero sufre inacti 

vación. Si no se toma la precaución anterior, los resulta 

dos se verán alterados. 
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h) un tiempo prolongado entre la aplicación de las muestras 

y el inicio de la electroforesis, produce cohetes cortos y 

ensanchados en su base . 

3) Condensación en la superficie del gel, causa precipita

dos confusos, cuando existe una gran diferencia de temper~ 

tura entre la placa de gel y la cámara (temperatura ambien 

te) bajo condiciones de humedad. 

4) Precipitación nula debida al uso del antisuero incorrec 

to o ausencia de antisuero, uso de cantidades excesivas de 

antígeno o anticuerpo, transposición del ánodo y el cátodo 

y al efectuar un mal contacto entre el papel filtro y la 

superficie del gel . 

5) La aparición de diversos precipitados por el uso de an

tígenos electroforéticamente heterogéneos y/o con identi

dad inmunológica parcial. Además cuando suceda una prolon

gada interrupción de la corriente durante la electrofore

sis. 

6) Precipitados no paralelos a la dir ección de la corrien

te debido a mal contacto entre el papel filtro y la super

ficie del gel, al grosor no uniforme de la capa de agar, a 

la colocación incorrecta de las placas y a la longitud ina 

decuada del papel filtro. 
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7) Picos doblemente contorneados (fenómeno de túnel), fen~ 

meno debido a diferencias relativamente altas de tempera

tura entre la superficie del gel y la superficie del con

tacto entre el gel y la placa de vidrio. 

En nuestro trabajo se utilizó la electroforesis de alto vol 

taje, con previa carbamilación de las muestras, lo cual re 

dujo aun más el tiempo que requiere la técnica común. 

Debemos hacer notar que los resultados fueron logrados en 

base a condiciones diferentes de las establecidas con ante 

rioridad, condiciones que corresponden a una corriente por 

cámara de JO miliamperes con un campo de fuerza de 7,5 V/cm. 

Debido a que no fue posible alcanzar las condiciones Óp

timas establecidas, se vio la necesidad de modificar el 

tiempo de corrimiento (45 minutos). 

En lo que respecta a la carbamilación, se eligió el méto

do de dilución de volúmenes iguales de la muestra de inmu

noglobulina y cianato de potasio porque observamos que con 

éste obteníamos mejores resultados. El cianato de potasio 

se diluy5 con agua destilada debido a su alta solubilidad 

en la misma. La solución es estable durante una semana a 

4°c.(4o). 

En el trabajo realizado se utilizó papel filtro, gracias 

al cual, junto con la agarosa de las placas, se logró una 
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resistencia adecuada para el circuito electroforético. Se 

observó que al utilizar cinco papeles filtro (Whatman # 1) 

se obtenía el equilibrio entre la corriente por cámara y 

el campo de fuerza. 

Durante los primeros ensayos electroforéticos los cohetes 

que obtuvimos fueron de un tamaño muy pequeño, por lo cual 

procedimos a diluir el suero . La dilución fue de 1:2, co

rrespondiente a una mezcla de un volumen de suero con un 

volumen de agua destilada. 

En el caso de los estándares no hubo necesidad de realizar 

dicha dilución. 

Después de obtener la altura de los cohetes se procedió a 

graficar dicha altura contra la concentración, con ~otivo 

de obtener una curva lineal estándar, la cual nos indica 

que se logró la estandarización de la inmunoglobulina en 

cuestión. 

Al llevar a cabo la medición de la altura de los cohetes, 

los valores obtenidos se encontraron en el rango de altu

ras antes mencionado, por lo cual consideramos que nuestro 

estudio fue satisfactorio. 

En lo que se refiere a la muestra problema, se obtuvo el 

valor de su concentración de inmunoglobulina A, i n t erpo-
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lando el dato de la altura del cohete en la curva de cali

bración, para luego multiplicar la concentración correspog 

diente por su factor de dilución, 2. 

El valor obtenido se localizó dentro del rango de los valo 

res normales para dicha inmunoglobulina. 

Así se pudo comprobar el éxito de nuestra estandarización. 

Queremos hacer notar que la modificación al método (Carba

milación) es de suma importancia cuando se trata de rea

lizar exámenes de rutina, ya que éstos requieren de un la~ 

so corto de tiempo. 

Tomando en cuenta la importancia clínica que representa la 

cuantificación de las inmunoglobulinas, consideramos que 

los logros obtenidos en nuestra estandarización del méto

do de Electroinmunoensayo serán de gran ayuda para inves

tigaciones f uturas. 

En la actualidad, la población mundial se ve constantemen

te afectada por enfermedades que involucran inmunoglobuli

nas, es por tanto deseo nuestro que el presente trabajo sea 

útil para diagnosticarlas y de esta manera contribuir en 

parte al bien de la humanidad. 
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R E S U M E N 

En este estudio se logró la estandarización del método 

Electroinmunoensayo para la cuantificación de la inmuno

globulina A sérica. 

Se utilizaron tres estándares de concentración conocida 

de dicha inmunoglobulina para llevar a cabo la curva de 

calibración~ 

SÓlo se utilizó una muestra problema para comprobar el 

éxito de nuestro trabajo, lo que se logró al obtener una 

concentración dentro de los valores de los estándares u

tilizados. 
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