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INTRODUCCTION

La inmunidad se define como el conjunto de manifestaciones
que un organismo vivo es capaz de desarrollar en su esfuer
z0 para adquirir un estado refractario frente a las infec-
ciones. La ciencia conocida como Inmunologlia comprende el
estudio de lé inmunidad de los organismos vivientes a agen

tes perjudiciales, sea cual fuere el caricter de estos Gl-

timos. (1).

A fines del siglo XIX, se observd que el suero de animales

gue se habfan inoculado experimentalmente con el bacilo de
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la difteria, y posteriormente habian sanado de la enfer-
medad, posefa una substancia especifica que tenia la fa-
cultad de neutralizar la toxina producida por Corynebac-

terium diphtheriae, agente causal del padecimiento. Ello

probé gue la inmunidad contra la difteria, adquirida a
causa de la infeccién natural, depende de una substancia
formada por el huésped que se opone especificamente al a
~gente nocivo. La substancia protectora se llamé anticuer
po (Ac) porgue actuaba contra el cuerpo extrafio per judi-

cial; a su vez el cuerpo extrafio se 1llam§ antigeno (Ag)

porque estimulaba al huésped a la produccién o sintesis

de anticuerpos. (1).

Los anticuerpos fueron reconocidos por Tiselius y Kabat
en 1937 como las globulinas gamma, de alll el nombre de
inmunoglobulinas, con el cual se les conoce también ac-
tualmente, debido a que emigran mids lentamente hacia el
édnodo en un campo eléctrico a pH 8.6 que las denominadas
alfa () y beta (B) globulinas. Estos investigadores de-
mostraron gue la fraccidén electroforética de las globuli
nas gamma contenfan la mayoria de los anticuerpos séricos.
Las inmunoglobulinas son una notable coleccién de molécg
las protéicas, éstas protelnas comparten muchas similitu

des antigénicas, estructurales y biolégicas, y al mismo



tiempo possen diferencias significativas en la secuencia
primaria de aminodcidos, 1o gue hace posible una activi-
dad bioldbgica altamente especifica para su funcidbn en la

defensa del organismo. ( 1,2,3).

Al recopilarse conocimientos adicionales, se descubrib
que la fraccidén "globulina gamma" del suero consistia por
lo menos en cinco globulinas, cuya actividad de anticuer
po podia diferenciarse por andlisis antigénico, y también
en otros componentes sin actividad de anticuerpo. Estas
globulinas se designan como clases de inmunoglobulinas
con las siguientes abreviaturas: IgG, IgA, IgM, IgD e IgE.
Estas abreviaturas significan "inmunoglobulina G", "inmu-
noglobulina A" y asl sucesivamente. Otros autores antece-
den a las letras G, A, M, D y E el simbolo ¥ , que indi-

ca su movilidad electroforéticda como gammaglobulina. (1,3).

Por medio del andlisis antigénico ha sido posible detec-
tar diferencias relativamente menores entre las moléculas
de una clase dada de inmunoglobulina. De esta manera han
sido encontradas cuatro subclases para la IgG, denomina-
das: IgGl, IgG2, IgG3 e IgGl; asi como también dos sub-
clases de IgA y otras dos para la IgD, designadas como:

IgAl e IgA2, IgDl e IgD2, respectivamente. (3).



La Tabla 1 muestra algunas propiedades fisicoguimicas de
las diferentes clases de inmunoglobulinas, ademis de o-

tras caracteristicas que a continuacibén se mencionan.(3,4).

La IgG es la mds abundante de las inmunoglobulinas, com-

prende aproximadamente el 75% de las inmunoglobulinas sé

ricas; la composicién relativa en suero de las cuatro sub
- clases es: IgGl: 66%, 1gG2: 23%, IgG3: 7% e IgGU: 4%. Al-
canza concentraciones significativas tanto en el espacio

vascular como en el extravascular. Esta molécula contri-

buye a la inmunidad en contra de muchos agentes infeccio

sos que tienen diseminacién sanguinea, incluyendo bacte-

rias, virus, pardsitos y algunos homgos. Los receptores

de tipo IgG se encuentran en monocitos humanos y algunos

linfocitos. (3,5).

La IgA es la segunda inmunoglobulina en orden de abundan
cia, comprende aproximadamente el 20% de las inmunoglobu
linas séricas; su funcién mds importante la lleva a cabo
en el sistema secretor externo. Este tipo de molécula es
producida en altas concentraciones por el tejido linfoi-
de que cubre el tracto gastrointestinal y las vias respi

ratoria y genitourinaria. En las secresiones producidas

por éstas vias (por ejemplo: saliva, ldgrimas) la IgA se



TABLA 1. Propiedades fisicoquimicas de las inmunoglobulinas

PROPIEDADES IgG IgA IgM IgD IgE
Cadena ligera k. k,» k, ™ K. N Ko ¥
Cadena pesada X L AL & <
Peso molecular 160,000 170,000 900,000° 180,000 200,000
Coeficiente de sedimentacidn 7S . 75 193 78 83
Movilidad electroforética Y, -lenta Y,-rdpida ;';Eégjcga ;;_—_Eé]pljcga f.-lenta
Contenido hidratos de carbono (%) 2.9 7ubh 11,8 - 107
Fijacién del complemento 4° - - - -
Transferencia placentaria % - - - -
Fijacibn cuténea - - - < -
Secresiones seromucosas - - o - =
Anafilaxis cutdnea pasiva - - - - %
Semidesintegracién (dias) 293 6 8 238 2.4
Concentracién (mg/100ml) 800-1600 50-250 40-120 0.5=3 0.01-0,04
Porcentaje de inmunoglobulinas séricas 75 15 7 0.2

a. No agregado.,
b. Se compone de 5 unidades IgM monométricas o de un agregado de 5 tetrdmeros.

c. Especificidad de tipo: Gl y G3 fijan bien el complemento, Gz lo fija mal y G4 no lo fija
en absoluto,



combina con una proteina llamada componente éecretor'que
aparece para dotar a la molécula con alguna proteccidn en
contra de los efectos de enzimas proteoliticas que se en-
cuentran en estas regiones., No obstante que la IgA no a-
traviesa la placenta, contribuye a la inmunidad del recién

nacido gracias a su alta concentracién en el calostro.(3).

- La IgM, por ser la molécula mds grande de las inmunoglobu
nas, esta estrictamente restringida al espacio intravas-
cular, Ademéds de que es altamenfe aglutinadora de parti-
culas antigénicas como bacterias y eritrocitos, esta mo-=
lécula tiene gran importancia por ser la primera en apa-
recer cuando un antigeno se introduce por vez primera en

un huésped. (3).

La funcién bioldbgica de la IgD no ha sido definida hasta
ahora, pero esti bajo intensa investigacién. Se sabe que
la IgD se encuentra en la superficie de los linfocitos,

particularmente en neonatos. (3).

La IgE es un anticuerpo reaginico y su concentracién en
suero es extremadamente baja. Esta molécula se ha popula
rizado por su propiedad de mediar las reacciones de hiper

sensibilidad inmediata. Asi como la IgA, la IgE se produ



ce principalmente en el tejido que cubre las vias respi-

ratoria e intestinal. (3).

Los modelos disefiados para comprender la estructura molg
cular de las inmunoglobulinas se deben fundamentalmente

a los trabajos de Edelman y Porter. Porter traté anticuer
pos con papaina, una enzima proteolitica que dividia las

- moléculas de anticuerpo en tres fragmentos: dos de los
cuales retenian la actividad de anticuerpo y uno gue po-
sefa la mayor semejanza antigénica de gammaglobulina.
Posteriormente Edelman demostrdé que las inmunoglobulinas
eran estructuras de varias cadenas y Porter propuso un

modelo de inmunoglobulina de cuatro cadenas. (2,3).

La estructura general de las inmunoglobulinas se dari a
continuacién, enfatizando la correspondiente a la IgG,
que es la inmunoglobulina de especial interés en éste

trabajo.

La IgG es un polipéptido de cuatro cadenas, dos de éstas
son pequefias, tienen un peso molecular aproximado de

22,000 y son llamadas cadenas ligeras (L). Las otras dos
cadenas tienen un peso molecular de 55,000 y son llama-

das cadenas pesadas (H). Las cadenas "H" estdn unidas en-
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tre sI por enlaces disulfuro, as{ mismo las cadenas "L"
estdn ligadas a las cadenas "H" con el mismo tipo de en

lace,

Cada molécula de inmunoglobulina tiene dos cadenas pesa-

das idénticas y dos cadenas ligeras también idénticas.

- Un tipo quimicamente diferente de cadena pesada existe pa
ra cada una de las cinco clases de inmunoglobulinas y se
denominan como gamma (¥) para la IgG, alfa () para 1la
IgA, miu (&) para la IgM, delta () para la IgD y epsilon

{(E) para la IgE.

Se han encontrado dos tipos diferentes de cadenas lige-

ras que son llamadas kappa (K) y lambda (\), y éstas son

las mismas para todas las clases de inmunoglobulinas.(5).

Como se menciond anteriormente, las moléculas de inmuno-
globulinas pueden romperse al ser atacadas por enzimas
proteoliticas como la papaina o la pepsina, resultando
as{ dos fracciones: una de ellas que puede cristalisarse,
llamada "Fc", que estd constitulda por restos de cadenas
"H"; la otra, que por unirse con el antigeno se denomina

"Fab" estd formado por restos de cadenas "H" y "L". Cada



molécula de inmunoglobulina contiene regiones que poseen
una secuencia variable de aminodcidos. Estas regiones va
riables estdn localizadas en las porciones N-terminal de
las cadenas "H" y "L", y el sitio activo de anticuerpo
reside en esta 4rea. Las regiones variables de las cade-
nas "H" y "L" son designadas Vy y Vi, respectivamente. Por
otra parte existen regiones constantes de las cadenas "H"
¥y "L", llamadas as! por su secuencia constante de amino-
4cidos, y éstas se conocen como Cq ¥ Cp. La secuencia de
la regién CH esta dividida en dominios, que se designan:
CHl,» CH2, Cy3 ¥ Cy4. La porcibén CH es la regibén especifi
ca para cada clase de inmunoglobulina y posee una impor-
tante actividad biolégica designada por Edelman como fun

ciones "efectoras" de inmunoglobulinas. (2,3,5).

Ademds las moléculas de las inmunoglobulinas poseen una
regién "bisagra" , localizada en la parte media de las ca
denas "H", la cudl como su nombre lo indica, provee 1la
propiedad de flexibilidad de posicibdn a la porcidn "Fab"
de la molécula. En la IgG e IgA esta flexibilidad parece

ser el resultado d€ una secuencia rica en prolina en la

regibén "bisagra". (5).

En la actualidad los métodos para la cuantificacién de las

inmunoglobulinas ha tomado parte importante en los estu-
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dios inmunolégicos. Estos métodos inmunoguimicos estdn ba-
sados en la precipitacién de los complejos antigeno-anti-

cuerpo sobre agarosa o agar gel. (6).

En 1957 Feinberg implanté una técnica de difusién en gel
con anticuerpo incorporado al agar. En 1965, este método
fué modificado por Mancini y cols., y consiste en que el
-antigeno es colocado en unos orificios previamente hechos
sobre una placa de gel, en la cual el antisuero ha sido
distribufdo uniformemente durante su preparacidén. E1 an-
tigeno difunde de estos orificios, produciendose asi 4reas
circulares de precipitado. E1 didmetro del anillo de pre

cipitado es proporcional a la concentracién del antige-

no.={6,7).

Ademds del método anterior existen muchos otros, siendo
el de interés en esta investigacién el método descrito
por Laurell en 1966, conocido como inmunoelectroforesis

de "cohete", también llamado electroinmunoensayo.

Esta técnica es simple, rdpida y precisa y se utiliza pa
ra estimar la concentracién de una sola proteina en una
mezcla. E1 método estd basado en la migracidn eléctrica

de antigenos dentro de un gel que contiene anticuerpos.

- 10 -



Esto origina una inmunoprecipitacién especifica de los an-
tIigenos por medio del correspondiente precipitante, en 1la
que cada sistema antigeno-anticuerpo formari un precipita-

do individual.

Seleccionando las condiciones de la electroforesis,las mo-
léculas de anticuerpo no se moveran en el gel, pero sI las

moléculas de antigeno.

Al inicio de la electroforesis, las moléculas de antigeno

migrarin dentro del gel que contiene los anticuerpos; como
el nimero de moléculas de antigeno excede inicialmente al
nimero de moléculas de anticuerpo, se formaran pequefios in
munocomple jos. Estos complejos contindan la migracidén con
una velocidad’baja en el gel. Al continuar la electrofore-
sis, se formardn mds comple jos, hasta que suficientes anti

cuerpos se han unido para que la precipitacién ocurra.

Se obtiene un precipitado en forma de "cohete" porgue como
se menciond anteriormente, el nimero de moléculas de anti-
cuerpo es menor gue el de los antigenos cuando éstos ini-
cian la migracién desde los orificios al interior de la aga
rosa. Los inmunocomplejos migran hacia el dnodo y aumenta

su concentracién continuamente durante la electroforesis,

WX & o



hasta alcanzar el punto de equivalencia para la precipita
cién; al principio se forma el precipitado en la parte in
ferior y posteriormente hacia arriba, formindose un "cohe
te". Al final, los inmunocomplejos del centro formardn tam
bién un precipitado, haciendo que el “cohete" sea homogé-
neo. La altura alcanzada por el "cohete" estd relacionada

directamente a la concentracidn del antigeno en la muestra.

En general, sbélo aquellas proteinas que tienen una gran
velocidad electroforética andédica pueden valorarse por es
ta técnica. Estas velocidades de migracién anbdica pueden
aumentarse para muchas protefnas por medio de una carbami
lacibén. Empleando este procedimiento ha sido posible de-

terminar las inmunoglobulinas. (8).

El método de carbamilacién hace posible ‘que la migracidn
anbdica de muchas protefinas se vea incrementada. La reac-
cibn es la siguiente:

RNHz & CRO~ - o> R-NHCONH2
En este proceso los grupos amino son convertidos en gru-

pos carbamilaminos por reaccidn con el cianato. Los gru-

pos carbamilaminos en contraste con los grupos amino son

So )



virtualmente no bédsicos.

Los valores normales de las inmunoglobulinas fueron pro-
porcionados anteriormente en la Tabla 1. Estos valores se
ven afectados cuando la persona se encuentra en algun es

tado patolégico. (8).

Existen reportes donde se menciona que los valores de las
inmunoglobulinas se ven afectados por la edad, sexo y ra
za. En el caso especifico de la IgG, se ha observado que
su concentracidén en suero es marcadamente m4s elevada en
la raza negra que en la blanca. Con respecto al sexo no
hubo diferencias significativas en hombres y mujeres, sin
embargo, los niveles de IgM en el sexo femenino fueron |

mis altos que en el masculino. (9,10).

La deficiencia de las tres inmunoglobulinas principales

(G, & y M) es evidente en casos de agammaglobulinemia con
génita ligada al sexo. Por el contrario, el exceso de in-
munoglobulinas ocurre durante la proliferacién de células

plasmiticas neopldsicas. (11).

Por otra parte se han hecho estudios con respecto a las

inmunoglobulinas citadas anteriormente en sindromes nefré
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ticos, dando como resultado niveles muy reducidos de IgG,
concentracién normal de IgA y el nivel de IgM incrementa-
do. Esto es ficilmente comprensible si tomamos en cuenta
gue la IgG se ha encontrado en orina de pacientes con di-
chos sindromes y que la pérdida en orina de esta proteina
contribuye en parte a que su nivel se encuentre reducido
en el suero, estimulando as! 1la sIntesis de anticuerpos,
con acumulaciébén en suero de IgM, la cual, debido a su al-
to peso molecular es incapaz de atravesar la barrera glo-

merular para ser excretada. (12).

Ademds se ha observado que la concentracién de IgG aumen-
ta en enfermedades como cirrosis hepdtica y dicho nivel
disminuye en disgammaglobulinemia y enteropatias con pér-

dida de proteinas. (4).
La finalidad especifica de este trabajo es la estandariza

cibén del método de Laurell o electroinmunoensayo para de-

terminar la concentracién de IgG en suero.
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MATERIALES Y METODO

En este estudio se realizd la estandarizacién de la IgG
sérica por medio del método Qe electroinmunoensayo, lle
véndose a cabo en el laboratorio de Andlisis Clinicos de
la Divisién de Ciencias Naturales y Exactas de la Univer
sidad de Monterrey, en el transcurso de Enero a Abril de

1982,

Para determinar la concentracidén de IgG en una muestra

S



problema por medio del método de electroinmunoensayo, fué
necesario utilizar estédndares con una concentracién cono-
cida de IgG, para construir una gréfica que relacionara
la concentracibén de dichos estédndares y la altura del

"cohete" alcanzada por 1los mismos.

Los estdndares utilizados en este trabajo fueron los si-

guientes:

Estdndar No. 1: 44 mg/100ml.
Estdndar No. 2: 98 mg/100ml,
Estédndar No. 3: 194 mg/100ml.

La concentracién de los estdndares citados anteriormen-
te no corresponde a los valores normales de la IgG en
suero, por tal motivo fué necesario diluir la muestra
problema (1:10) y después de obtener su concentracién,

multiplicarlo por el factor de dilucibn correspondiente.

MATERIALES.
a) Cdmara electroforética.

Esta consiste en una cdmara protectora de pldstico trans

B [ 2y



parente que como su nombre lo indica, sirve para protejer
los posibles contactos con el aparato cuando éste esti en
funcionamiento. Dentro de esta cdmara protectora se encuen
tran dos compartimientos para el buffer de pH 8.6 y tie-
nen una capacidad suficiente de un litro, volumen que es
adecuado para prevenir cambios de pH durante la electro-
foresis. Los electrodos de platino se encuentran sumergi
dos dentro del buffer y con unas tiras de papel filtro

- que van desde la superficie de la agarosa hasta hacer con
tacto con el buffer, se cierra el circuito electroforéti
co. Las placas con agarosa se colocan sobre una placa en
friadora, a la cual se le conecta un reciclador de agua

a una temperatura de 10°C.
b) Fuente de poder,

La corriente deberd aplicarse por medio de una fuente de
poder con voltaje estabilizado. Un rendimiento de 250-300
Volts generalmente da lugar a 8-10 V/cm de gel. E1 volta
je en el gel se mide por medio de un pequefio voltimetro,
colocando el par de electrodos de prueba en los extremos
del gel., Estos electrodos de prueba tienen una longitud

de 4 cm, por lo tanto, el voltaje en el gel podri tener

un rahgo de variacién de 0-25 V/cm.

-



El amperaje se mide por medio de un amperimetro, tenien

do una escala de 0-100 miliamperes.

c) Accesorios.

Perforador de gel. Estos consisten en tubos de acero
inoxidable y con ellos se hacen los orificios en el gel,
ya que deberdn ser de igual tamafio. Los perforadores tie
nen diferentes didmetros y el escogido dependeri del vo-
lumen de la muestra que deba ser aplicada. El didmetro
del perforador utilizado en esta investigacién fué de

2.5 mm correspondiente a un volumen de 5;gde muestra.

Plantilla, La plantilla consiste en un plato base donde
se coloca la placa con agarosa y sobre ella queda una

pieza en forma de puente con orificios. Estos orificios
sirven como guia para perforar el gel. Esto permite cor
tar las cavidades de lado a lado y significa una venta-
ja muy importante, principalmente en esta investigacién,
donde la misma lInea base de las cavidades sirve para

la medicibn.

Placas de vidrio. Las placas de vidrio pueden variar en

tamafio, pueden usarse de 10 X 5 cm para 8 ml de agarosa,

N 7 . G



y de 10 X 10 cm para 15 ml de agarosa, queddndo asi éprg

ximadamente 1.5 mm de grosor en la agarosa.

Las placas se lavan con detergente, enjuagando después
con agua destilada, posteriormente con extridn y se enjua
gan nuevamente con agua destilada. Deben estar secas an-

tes de usarse.

Las placas utilizadas en este trabajo fueron de 10 X 10
cm., Las placas ya limpias y secas se colocan sobre una
superficie plana y nivelada y sobre ellas se colocan 14
ml de agarosa conteniendo el antisdero especifico (anti-
IgG) necesario para tener una concentracién de 1.5%. La
agarosa fundida, antes de agregar el antisuero deberd
tener una temperatura de 56°C para evitar que éste se in

active.

Después de 15 min, tiempo necesario para que la agarosa

solidifique, se procede a hacer los orificios sobre la

agarosa.
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METODO.
a) Carbamilaciébn.

La carbamilacidén se lleva a cabo colocando en un tubo de
ensaye un volumen de muestra o esténdar de concentracién
conocida con dos volumenes de cianato de potasio 2M re-

cientemente preparado y se deja reaccionar por un perio-

do de 18-24 horas.
b) Electroforesis,

Una vez preparadas las placas conteniendo el antisuero es
pecifico y habiendo solidificado la agarosa, se procede,
como se menciondé anteriormente, a hacer los orificios don
de deberd colocarse la muestra. En estos orificios se co
locan los estdndares de concentracién conocida y las mues
tras problema, e inmediatamente después se colocan las
placas sobre la cémara enfriadora, colocando sobre la a-
garosa el papel filtro, de tal manera que este quede co-
locado aproximadamente a un centimetro del extremo de la
placa y héciendo contacto con la solucién buffer. Se co-
necta el sistema enfriador y se aplica el voltaje reque-

rido (280-300V) durante una hora. Después de transcurri-

=i 20 =



do este tiempo, se retiran las placas de agarosa para efec

tuar los siguientes pasos.
c) Desproteinizacidn.

Colocar las placas de agarosa en una soluciém buffer de
fosfatos (PBS) durante 12-18 horas con el propbsito de

remover las proteinas no precipitadas.
d) Tincién.

Las placas se colocan en una solucién colorante por un
periodo de 20 minutos después de los cuales se lavan con

agua destilada.
e) Decoloraciébn.

Las placas coloreadas se colocan en una solucidbn deco-
lorante durante 20 minutos y transcurrido este tiempo

se sacan y se enjuagan con agua destilada.
Los precipitados obtenidos se miden desde el centro del

orificio donde se colocé la muestra y los estdndares has

ta la altura mdxima alcanzada por el "cohete".

o=l



De esta forma se construye una grifica que relacione la
concentracibn de los estindares con la altura alcanzada

por los “cohetes",

Por medio de esta curva de calibracidén es posible deter
minar la concentracién de IgG en muestras problema, in-
terpolando la altura del "cohete" alcanzada por la mues
tra y observando a la concentracibn que corresponde, mul

tiplicando ésta por su factor de dilucién.

REACTIVOS.

(R.1) Buffer barbital.
Barbital de sodio (5,5-dietilbarbiturato de sodio)-41.2gr
Barbital (4cido 5,5-dietilbarbitirico) - - = - - - - 8.0gr
Se mezclan los reactivos anteriores con agua des-
tilada y se afora a 10 litros. Se ajusta el pH a
8.6 si es necesario con HCl 0.1N o con NaOH 0.1N.

La solucibn se conserva en un frasco &dmbar.

(R.2) Agarosa al 1%.
Agarosa - - - = = = = - = = 1,0 gr
Buffer barbital - - - - - - 100 ml

Se disuelve la agarosa por calentamiento en el bu-

ffer barbital.
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(R.3)

(R.4)

(RUS)

(R.6)

Agarosa conteniendo antisuero IgG.
Antisuero IgG = = = = = = = = = - = D.5 ml

Agarosa al 1% c.b.Pe= = = = = = = = 32 ml

E1l antisuero se mezcla con la agarosa a una tem-

peratura de 56°C,

Cianato de potasio 2M.
ROGH . oo 6 S’ o et oy oy ol 0 o 18 4,05 gr
Agua destilada c.b.pe = = = = = - = 25 ml

Se disuelve el KOCN en agua destilada.

Buffer de fosfatos (PBS).

Cloruro de so0dio - = = = = = - - - 8.0 gr
Cloruro de pnrtasio = = = = = = - - 0.2 gT
Fosfato de sodio dibgsico - - - - 1,15 gr
Fosfato de pntasio dibdsico - - - 0.2 gr

Aforar a 1000 ml con agua destilada.

Solucibn colorante Kenacid Blue R.

Kenacid Blue R = = = = = = = - - = 1.0-gxr
Acido acético - - - - - - - = = - 100ml
Etanol - = = = = = = c = = = = = = 450 ml
Agua destilada - - = = = - - - - - 4 50m1

Se disuelve el Kenacid Blue R en la mezcla de

ventes.

e g
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(R.7) Solucibn decolorante.

Acido acético = = = - = = = = 100 ml
Etanol- = = = = = = = = = - - 250 ml
Agua destilada - - - - - - = 650 ml

Se conserva en frasco dmbar con tapdén esmerilado.
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RESULTADOS

En la estandarizacién del método de electroinmunoensayo
para cuantificar la IgG sérica, fue necesario estable-
cer las condiciones de dicha técnica y asi lograr que los

precipitados en forma de "cohete" fueran reproducibles.

Se hicieron variaciones tales como el grosor del papel
filtro, el nimero de papeles filtro, la temperatura y el
tiempo de corrimiento, los cuales hicieron posible deter
minar las mejores condiciones para obtener los precipi-

tados en forma de "cohete":

A



Voltaje: 280 Volts.

Amperaje: 40 miliamperes.

Campo de fuerza: 9 V/em.

Tiempo de corrimiento: 45 minutos.
Temperatura: 10°C,

Papel filtro: Whatman No. 1 (4 pliegos).

En estas condiciones se obtuvieron los resultados que se
observan en la Tabla 2, lo que permitié construir una cur
va de calibracibn, relacionando la altura alcanzada por
los "cohetes" de los estdndares con la concentracién de
éstos, para posteriormente determinar la concentracidn de

IgG sérica en cada muestra problema.
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TABLA 2.
CURVA DE CALIBRACION DE LA IgG SERICA.

TIPO -DE FACTOR DE ALTURA DEL "COHETE" CONCENTRACION CrX: F
MUESTRA DILUCION (mm) () (mg/100ml) (mg/100ml)
19 .. 20 3° Promedio
Estédndar No. 1 1 14 17 4 15 Ll Lb
Estdndar No. 2 i 16 22 16 18 98 98
Estdndar No. 3 1 18 25 19 20.6 194 194
Muestra problema & - 0
No. 1 10 17 17 82 82
Muestra problema 10 %) 20 o 22 220 2200
No. 2
Muetra problema 10 - _ 16 16 56 560

No. 3
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

La concentracién de los estidndares utilizados en este tra
bajo no correspondfan a los valores normales de IgG en sue
ro, por lo cual fué necesario dilulr 1la muestra problema

con el fin de incorporarla a la curva de calibracién, para

después multiplicar el resultado por el factor de dilucidn.

Se hicieron varias diluciones de muestras problema, y se

observd que el "“cohete" obtenido de la dilucibn 1:10 era

el mejor.
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La carbamilacién se realizb como una modificacién al mé-
todo de electroinmunoensayo. Esta tiene como objetivo au
mentar la migracibén electroforética anédica de las prote

Inas y disminuir el tiempo de electroforesis.

Especificamente la IgG tiene una migracién lenta a pH 8.6
y el precipitado que forma se extiende tanto anbdica co-
mo catbé6dicamente, por lo tanto es esencial la carbamila-

cién para evitar al méximo este fendmeno.

La carbamilacién puede llevarse a cabo en diferentes for
mas, entre ellas esta la mezcla de volumenes iguales de
estdndares o muestras problema con una solucién 2M de cia
nato de potasio (KOCN), dejando reaccionar durante 24 ho
ras; otros autores sugieren que ésta sea de un volumen

de muestra y dos volumenes de KOCN 2M, con un tiempo de
reaccién igual al anterior. Este tiempo de reaccién pue-
de disminuir si la carbamilacibén se lleva a cabo colocan
do volimenes iguales de estdndares o muestras problema
con KOCN 2M, a una temperatura de 450C durante 30 minu-
tos. Para todos estos métodos de carbamilacibén es impor-
tante que el reactivo sea recientemente preparado.(8,14).

En este trabajo se carbamilaron los estdndares y las mues
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tras problema con el KOCN 2 en una relacidn de 1:2 volid-
menes respectivamente, debido a que de esta forma los
“cohetes" formados resultaron mds homogéneos. La carbami
lacién es uno de los factores importantes que influyen
para gue ocurra una buena precipitacidén, debido a que au
menta la velocidad de migracidén electroforética de la in

munoglobulina.

La temperatura en el gel debe mantenerse constante, por lo
tanto el calor desarrollado durante la electroforesis se
eliminé mediante la cdmara enfriadora, en la cual el agua
recirculante se mantuvo a 10°C. Un aumento en esta tempe-
ratura trae como consecuencia que el amperaje aumente y
por lo tanto el voltaje en el gel tendri un valor mayor

del requerido.

Los contactos usados para hacer conexibén entre el buffer y
el gel, generalmente estdn hechos de agarosa, algodén o pa
pel. En este estudio se utilizaron los contactos de papel
filtro (4 pliegos del Whatman No. 1). Para todos los con-
tactos parece ser que la resistencia y por lo tanto la pro
duccién de calor durante la electroforesis aumenta confor
me es mayor la distancia del gel al buffer, por lo que fué
necesario establecer un tamafio adecuado del papel filtro

(20 X 11 cm).
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Las placas de vidrio utilizadas fueron de 10 X 10 cm, co-
locando sobre ellas 14 ml de agarosa conteniendo el anti-
suero a una concentracién de 1.5%. E1 grosor de la capa
de agarosa resulta ser de aproximadamente 1.5 mm, esto es
importante, ya que si el gel es muy grueso se formarin
gradientes de temperatura, de tal manera que se entorpece
la adecuada precipitacién. Por el contrario, si el gel es
muy delgado, las irregularidades de la superficie serén

criticas, perjudicando la precipitacidn.

La concentracidén del antisuero debe estandarizarse hasta
alcanzar la concentracién 6ptima de éste para que la pre-

cipitacibébn ocurra de una forma satisfactoria.

La agarosa fundida antes de agregar el antisuero deberd
tener una temperatura de 56°C, ya que si esta aumenta da-
r4d como resultado la inactivacién del antisuero y conse-

cuentemente se obtendrdn falsos resultados.
Los orificios hechos sobre la agarosa fueron de un didme
tro de 2.5 mm para 5 M de muestra, teniendo una separa-

cibén entre ellos de 5 mm,

La colocacién de la muestra debe hacerse con precaucién,

A



cuidando de que ésta no salga de los orificios; es impor
tante también el tiempo que transcurre entre la coloca-
cibén de la muestra y el inicio de la electroforesis, de-
bido a que ésto trae como consecuencia la formacidén de

anillos de difusién alrededor de los orificios.

Para protefnas con una alta velocidad de migracién elec-
troforética, se aplica un voltaje bajo, 70-100 V corres-
pondiente a 2 V/cm de gel, durante toda la noche; y para
proteinas con baja velocidad de migracidén, como es el ca
so de las inmunoglobulinas, se aplica un voltaje de 280-

300 V, que genera 8-10 V/cm de gel durante 2-4 horas.(8).

El tiempo de electroforesis para la IgG se redujo consi-
derablemente (45 min) ya que las protelnas estaban pre-

viamente carbamiladas.

Existen muchas técnicas para la desproteinizacién de 1las
placas. Uno de ellos consiste en colocar las placas en
solucidén salina fisiolégica durante 24 horas, posterior

mente secarlas con aire caliente y tefiirlas. (16).

Por ptra parte se recomienda poner sobre las placas un pa

pel secante, ejerciendo una ligera presién sobre €1 du-
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rante un periodo de 10-15 minutos después de lo cual se
colocan las placas en una solucibén de NaCl 0.1M por 15 mi

nutos para posteriormente tefiirlas.(8).

Algunos autores sugieren que las placas se cologuen en una
solucién buffer de fosfatos (PBS) durante 24 horas y des-
pués cubrirlas con papel filtro durante el mismo perfodo

de tiempo y tefiirlas.(17).

En este trabajo se realizd una modificaciébén de este Ulti-
mo método; después de la electroforesis se colocaron las
placas en PBS durante 12-18 horas y posteriormente se pro

cedid a la tinciébn.

En la técnica de electroinmunoensayo las fuentes de error
mis comunes y que siempre se deben tener presentes para

evitarlos, son los siguientes:

l.- La aplicacién incorrecta de la muestra, como consecuen
cia de un volumen inadecuado de ésta o derramamiento so-
bre la placa con agarosa, dd como resultado la produccién

de "cohetes" secundarios.

2.- Largo perfodo de tiempo entre la aplicacidén de la mues
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tra y el inicio de la electroforesis, produciendo "cohe-

tes" cortos y anchos en su base.

3.~ E1 exceso de corriente o el enfriamiento no suficien
te durante la electroforesis causarla la sequedad y dis-

torsibén de la capa de agarosa.
4,- Cambios de pH en la solucibn buffer.

5.- Un débil contacto entre el papel filtro y la agarosa

causaria precipitados ondulados.

6.- Si las placas con agarosa no estan colocadas paralela
mente a la cédmara electroforética, dard como resultado

"cohetes" oblicuos.

7.- E1 grosor de la agarosa debe ser el mismo en toda la

placa.

8.- Un corto perfodo de tiempo de electroforesis dari co-

mo resultado precipitados irregulares.

9.- Diluciones inadecuadas de las muestras.
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En los Ultimos afios la Inmunologfa ha tenido avances im-
portantes, entre ellos, las pruebas de laboratorio que

permiten determinar la concentracibén de las diversas in-
munoglobulinas séricas, por medio de las cuales es posi-

ble diagnosticar miltiples enfermedades.

Por lo tanto, por el esfuerzo realizado en esta investi-
gacibn, mi gran satisfaccién seria que este trabajo sir-
viera de gula y orientacién para futuros dignésticos de

estados patolégicos en el hombre.
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RESUMEN

Se realizé la estandarizacidén del método de electroinmu-
noensayo de Laurell para la cuantificacidén de IgG sérica,
utilizando tres soluciones de concentracibén conocida de
la inmunoglobulina para la obtencién de una curva de ca-

libracibn.
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