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CAPITULO 1 

INTRODUCCION 



INTRODUCCON 

Los histopatólogos han reconocido que a veces emplean criterios 

de naturaleza muy subjetiva que dan fallas en el diagndstico, y esto ha pro­

porcionado un incentivo para el desarrollo de técnicas histoqwymlcas y tinciones 

especiales para validar el criterio morfológico. Aunque usadas frecuentemente, 

muchas de las técnicas hlstoqui'micas tienen sus propias limitaciones ya que 

solo pueden ser aplicadas a tejido fresco o especialmente procesado para que 

puedan ser utilizadas las tinciones hlstoqui'mlcas. 

Con la introducción de los métodos de inmunofluorescencia por 

Coons y Col. ('JO en 1941, los patólo1os reconocieron el potencial del método 

que permite la identificación especifica de una célula de acuerdo a su cons­

tltuclcSn anti1énica o sus productos. 

Los métodos de inmunofluorescencia han tenido enorme éxito en 

algunas áreas de la patologi'a, como por ejemplo, aclarando la patogenia de 

la glomerulonefritis. La falta de utilización general puede ser atribuida prin­

cipalmente a las ·siguientes desventajas del método de inmunofluorescencia, 

considerando su uso en patologi'a : 

l. El tejido a emplear no puede ser procesado convencionalmente 
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(fijado en formalina - incluido en parafina) a diferencia de 

las otras técnicas histoqui'micas. 

2. El método de inmunofluorescencia aplicado a tejido fijado por 

congelación deja empobrecidos detalles morfológicos, y el pató­

logo ya no puede apreciar la morfologi'a fina del tejido. 

3. La irrnunofluorescencia posee algunas desventajas como la 

inestabilidad de la reacción, dificultad en la cuantificación, 

equipo especial para su observación (microscopio de luz U.V.), 

no se puede usar para microscopiá electrónica y esta reacción 

sólo dura un determinado tiempo en el cual puede ser lei'da, 

No obstante, el cbito de métodos de inmunofluorescencia en algunas 

alreas de la patología estimularon al desarrollo de un método alternativo que 

no tuviera las desventajas antes mencionadas. El marcar un anticuerpo espe­

ci1ico con la emima peroxidua en lu¡ar de isotiocianato de fluorescei'na 

representaba el primer paso en la resolución de estas dificultades. La marca 

de la enzima peroxidasa puede ser localizada en el tejido añadiendo un subs­

trato cromogénico que produce una reacción colorida y el producto de esta 

reacción es visible al microscopio de luz. Inicialmente este método de inmuno­

peroxidasa fue aplicado a tejido fijado por congelación en analo1ía con la 

inmunofluorescencla, pero el detalle morfológico se perdía; después se demostró 

que el método de inmunoperoxidasa puede ser usado para la localización de 

al1unos antr1enos en tejidos preparados convencionalmente fijados en forma-

lina - e Incluidos en parafina. Esto fue demostrado primero en referencia a 

inmuno1lobulinas, posteriormente se demostró su utilidad en una 1ran variedad 
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de anti'genos que resisten la fijación e inclusión en grado suficiente para ser 

demostrados por el método de inmunoperoxidasa. 

Existen variantes de esta metodología: el método directo o del 

anticuerpo marcado, método indirecto o del anticuerpo no marcado, método 

del puente enzimático y por último el método peroxidasa-anti-peroxidasa(PAP); 

este t.1ltimo se considera el más sensible y efectivo, razón por la cual se esco-

gicS como tema principal en este trabajo de investigación, cuyo objetivo ha 

sido la preparación del complejo peroxidasa-antiperoxidasa en el laboratorio, 

de acuerdo a nuestras posibilidades en cuanto a equipo y reactivos. 

Tomando en cuenta las condiciones económicas actuales ser4 poco 

factible la utilización de técnicas que requieren reactivos muy caros y difíciles 

de preparar, como las que se basan en el marcaje con isótopos radioactivos¡ 

por tanto se tendrin que utilizar con mas frecuencia métodos como los 

descritos en este trabajo, y el reactivo preparado en el laboratorio es un 

ejemplo de lo que se puede hacer y debemos hacer para llegar a alcanzar 

autosuficiencia en la producción de reactivos inmunológicos para laboratorios 
1 · 

de investi1ación y para ex'menes de rutina. 



CAPITULO 11 

ANl'l<ZDKNIU Y GBNBRAUDADBS 



ANTHCHDHNTES Y GENERALIDADES 

2.1 HISTORIA DE LOS Mlrl'ODOS INMUNOHISTOQUI~ 

En 1941 Coons ( 1.1) introdujo el uso de anticuerpos marcados con 

un fluorocromo para demostrar componentes tisulares. Esta técnica ganó gran 

popularidad a mediados de la década de los SO's y se aplica a secciones de 

tejido fresco con¡elado y no fijado, porque el material fijado en formalina e 

inclui'do en parafina (form-paraf.) es inadecuado para esta técnica . Hay 

varias limitaciones importantes de la ufonica cl'sica de inmunofloorescencia, 

como la ocurrencia natural de la autofluorescencia que tiende a obscurecer 

la fluorescencia de reacciones especi1icas, la falta de estabilidad de la prep! 

ración, que tiende a perder la floorescencia, y el costo del equipo necesario; 

la adaptación del mc§todo a la microscopi'a electrónica ha tenido poco éxito, 

ademú de la necesidad de usar tejido manejado en una forma especial. 

Para salvar al1unas de esas limitaciones se propuso el· uso de enzimas 

conju¡adas al anticuerpo, y en los experimentos iniciales el anticuerpo se 

conjucó a la fosfatasa 'cida; los experimentos preliminares demostraron que 

era posible esta tcfcnica y se probaron diversas enzimas hasta encontrar la 
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enzima mas indicada. A mediados de los 70 's algunos anti'genos de importancia 

histológica, como inmunoglobulinas intracelulares, anti'geno de Hepatitis B, 

podián ya ser demostrados por las técnicas de inmunofluorescencia y de 

inmunoperoxidasa. 

El marcar anticuerpos con la enzima peroxidasa de rábano fuerte 

(HRP} fue introducido 'independientemente por Avrameas y Uriel, Nakane y 

Pierce en 1966. El complejo anticuerpo - HRP se revela no por microscopio 

de luz ultravioleta, sino por microscopio de luz visible, por medio de una 

reacción con 3,3 ' - diaminobenzidina · 4HC1 (DAB) y peróxido de hidro¡eno. 

El producto de la reacción, de color café, es estable y la preparación puede 

ser utilizada para microscopía electrónica aplicando un tratamiento con 

tetróxido de Osmio (Os04). 

En el presente trabajo fue empleada la peroxidasa de rábano fuerte 

porque esta enzima es accesible comercialmente en forma relativamente pura, 

y porque los métodos citoqulmicos e histoqw"micos para su uso est'n bien 

establecidos y satisfactoriamente adaptados para microscopía electrónica. El 

peso molecular teórico del anticuerpo marcado con peroxidasa es aproximada­

mente de 200,000 y esto permite que penetre con facilidad al tejido como 

si fuera un anticuerpo nativo (160,000), en contraste con la utilización del 

anticuerpo marcado con ferritina cuya dif usibilidad en el tejido está limitada 

por su peso molecular elevado (850,000). Además, su capacidad de amplificar 

la reaccicSn enzimática y la opacidad electrónica del producto de reacción 

hace que se marquen los sitios antigénicos, observables con el microscopio 

de luz. Finalmente, el conju1ado anticuerpo-peroxidasa es estable por varios 

meses a 4•c o indefinidamente en congelación. 
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2.2 METOOOS 00 INMUNOPEROXIDASA. 

Hay 2 métodos generales para realizar estudios inmunohistológicos: 

En el Mtodo clrecto (Fig. No. 1) el antigeno X es atacado por el anticuerpo 

lgG-anti X producido en conejo y marcado con HRP¡ la reacción con el 

substrato DAB (Fig. No. 2) dan un producto final de color café en el sitio 

donde se encuentre el anti1eno X. 

En el _,todo hldireclo el antigeno X se hace reaccionar primero 

con un suero l1G-anti X producido en conejo y posteriormente es tratado 

con un anticuerpo anti-l1G de conejo producido en cerdo y marcado con HRP; 

todo el complejo es tratado con DAB dando el producto final de color café 

en el sitio del anti1eno X. La sensibilidad de ambos métodos depende princip_!I 

mente del procedimiento usado para conju1ar la HRP al anticuerpo, porque la 

eficiencia de la reacción en la preparación de conju¡ados utilizando 1lutaral­

déh(do es baja. Este problema pudo ser solucionado perfeccionando las técnicas 

de conjuaación o utilizando el método del anticuerpo no marcado. El primero 

de estos métodos es llamado _._., del puente enaimtico (28) el antigeno X 

es primero marcado con l1G anti-X de conejo, este complejo se une indirect,! 

mente al anticuerpo l¡G-anti HRP usando como puente un suero anti-l¡G de 

conejo producido en cerdo el cual se añade en exceso. La re1i6n variable del 

anticuerpo anti-HRP se enlaza con peroxida• libre y todo el complejo es 

demostrado con la reacción de DAB. 

A fin de optimizar las condiciones inmunol61icas Sterberger intro­

duce una modificación al método llamandolo ...... d9I •tic•rpo per~­

Mli~...W.. (PAP). Combinan los liltimos dos pasos del método anterior, 
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el anticuerpo anti-HRP y la peroxidasa libre se hacen reaccionar formando 

un complejo soluble peroxidasa-anti-peroxidasa, este complejo actua como 

el último sistema antigénico el cual se enlaza a la lgG-anti X de conejo 

por medio de lgG de cerdo anti-lgG de conejo. 



FIGURA Nt 1 

peroxidasa + DAB • + Oso• 

l1G "'ti-conejo (ce,.lo) -.-1 
lgG anti-X (conejo) .,. 

r--
1 

--, 
1 
1 

~Complejo PAP 

1 
1 
1 

_.¿___ lgG anti-p_eroxidasa. 
1 (conejo) 

_J 

Esquema de los metodos inmunoperoxidasa directo(l) lndirecto(2) 
metodo del puente eruim,tico(3) metodo PAP (4). 

FIGURA Nt J 

DAI 

·eotor negro 

POUMKRO DE PENAZINA 
(insoluble) 
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2.J FACTORES QUE AFECTAN LA INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS. 

Los dos factores que interfieren en la interptetación de los resultados 

en las técnicas de inmunoperoxldasa, particularmente en cortes histológicos 

(form.-paraf .), son la peroxidasa endógena y la tinción de fondo. 

La permddua end6cena se encuentra activa en glóbulos rojos y en 

granulocitos, especialmente eosin6filos. Hay varias formas de inhibir la acti­

vidad de la peroxidasa endógena para que esta no interfiera en la interpreta­

ción: 

1. El tejido se tiñe previamente con un colorate de diferente 

tono al obtenido por el complejo inmunológico. (35) 

2. Es inhibida antes de la tincidn inmunoperoxidasa utilizando 

una solución al 0.5~ de H2o2 en metano! por 30 minutos(8), 

6 solución al 0.3~ de H2o2 en a¡ua por 3 a 10 minutos (1'¡ 

tambi~n se puede usar un tratamiento con ácido perlodico 

seauido de borohidruro de sodio para bloquear la peroxidasa 

end61ena en secciones fijadas por con1elacicSn (U.). 

3. Una solución al 0.001% de HzOz en la solución de DAB re­

duce la tinción de celulas roju (24); algunos substratos de 

peroxidasa, como el reactivo de carbazol, tiender1 a no teñir 

la peroxidasa end61ena tan intensamente como la DAB 06), 

desafortunadamente el producto final de la reacción con car­

buol, es soluble en alcohol. 

Despu4!s de al1uoo de estos tratamientos ser' necesario incremen­

tar el tiempo de exposición del antí1eno al antlsuero o incrementar la 
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concentración de éste¡ además, se debe tener mucho cuidado al seleccionar 

el tratamiento a usar, teniendo en cuenta que algunos anti'genos son mucho 

mas sensibles que otros y puede afectarlos el tratamiento. 

La tincion • fondo se presenta claramente en el tejido conectivo, 

pero los factores que afectan esta tinción inespeci1ica no han sido claramente 

definidos. Se incrementa en material incluido en parafina (45 ), y en secciones 

fijadas por con1elación aumenta por lavados excesivos con solución amortigua­

dora de fosfatos ( 19) , y es mas notable en tejido fijado con aldeh(do y 

polímeros conju¡ados. 

La tlnción de fondo del tejido conectivo puede deberse a la por­

ción Fe de la inmwio1lobulina que es atraida por los ¡rupos búicos presentes 

en la fibra col,1ena¡ se puede reducir esta dificultad eliminando el grupo 

carboxilo de la fracción Fe en la inmunoglobulina, se1ún ha sido reportado 

por Weston y Poole ( 4'). Tambi~n susuieren que podria ser debido a la l¡G 

predominante en el fluido intersticial, enJai,ndose a la coli1ena durante el 

tratamiento del tejido con formalina-parafina y participando en la reacción 

de inmW10peroxidasa. Mucha de la tinción de fondo puede ser reducida usando 

al¡IMlos de los si1uientes m~todos: 

l. Usando una dilución optima de antisueros a los cuales se les 

ha añadido ovoalbdmina, suero bovino, albúmina humana o 

sangre humana 1rupo "A" adsorbida con suero de cerdo. 

2. 24 a 48 horas de exposición a 4ºC con una dilución alta de 

suero lgG anti-X. 

J. Usando el conjugado mejorado por Avrameas y Ternynck. ( J ) 
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4. Usando el conjugado Fab. (45) 

5. Digestión enzimática de secciones parafinadas. (23) 

6. Biopsias lavadas con solución salina trra. ( 5 ) 
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2.4 TINCION DE CONTRASTE Y CONTROLES EN LA TECNICA DE 

INMUNOPEROXIDASA. 

Para tener muestras control en la técnica se substituye el suero 

contra el anti'1eno X por : a) suero normal de conejo ¡ b) solución amorti-

1uadora; c) DAB antes y después del tratamiento con metano! I H
2
o

2 
• 

La preparación de inmunoperoxidasa puede ser contrastada con 

hematoxilina eosina y con otros mt!todos histológicos de tinción. Se debe 

tener cuidado al efectuar la tincidn de contraste porque el producto final 

de la reacción con DAD, que es un polrmero de fenazina (Flg. 2) de color 

ca", puede actuar como mordente para colorantes búicos; este fenómeno 

explica en parte porq"' todas las tinclones histol61icas, excepto el mt!todo 

PAS usado en el tratamiento lnmunoperoxidasa dan los mismos rHuhados que 

los cortes que no han sido tratados con inmunoperoxidasa (24). 

El polrmero de fenuina resiste el tratamiento con alcohol 'cido, 

alcohol, xileno, medio de montaje; es relativamente estable a temperatura 

ambiente por varios ai\os, pero el mayor inconveniente es que el DAB es wta 

sustancia altamente carcino1énlca por lo que se debe manejar con mucho 

cuidado. Por esta razón se ha tratado de encontrar un substituto para el 

DAB, y el 3-amino-9etilcarbozol es recomendado para usarse en cortes hls­

told1icos (form-paraf .)¡ el producto final es de color caftS-rojizo, se contrasta 

con hematoxilina ligera y la preparación es montada en gelatina-1licerol. Otros 

posibles subsitutos para el DAD son el N,N' -bis(4-aminofenil) plperuina 

(PIP) y el N,N' -bls(4-aminofenll)-1,3-xllendiamino (BAXD) , ambos se con­

sideran no carcinogc!nicos ( Jf!) y el producto final es muy estable, con la 
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posible excepción de la estabilidad en alcohol ácido. Resultados preliminares 

suguieren que si estos agentes son disueltos inicialmente en una pequeña 

alícuota de dimetil-formamida pueden substituir al DAB en el procedimiento 

de inmunoperoxidasa¡ los productos finales de estos reactivos son de color 

ca,fé-violeta y contrastan bien con las tinciones metil-verde y hematoxilina 

nuclear, y se puede usar para microscopi'a electrónica con un tratamiento de 

tetróxido de Osmio. 
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2.S FIJACION DEL TEJIDO PARA LA TECNICA DE INMUNOPEROXIDASA. 

El tejido es fijado en formalina e incluido. en parafina de acuerdo 

con el siguiente protocolo: Una solución stock de formaldehido al 40% a la 

cual a sido añadido 9% de NaCI se utilizará para la fijación. 

La solución de trabajo formalina que consiste en una parte de la 

solución stock y nueve partes de agua, el tejido es fijado en esta solución 

por 24 a 48 horas¡ para muchos antigenos se 1.t1a en la solución de formallna 

amortiguador de carbonato de calcio. 

La solución amortiguadora de Acetatp en la solucidn glutaraldehido­

formalina o formalina se a encontrado ser el procedimiento óptimo para 

fijar inmunoglobulinas intracelulares ( 18), secciones incluidas en parafina son 

cortadas con un espesor de cinco micrómetros y montadas en un portaobjetos ; 

secadas a J7°C por no mlÍs de 24 horas. 

Cuando se utilizan secciones fijadas por congelación estas son 

montadas en portaobjetos y adheridas con "Tissue-Tek" , secadas a tempera-

tura ambiente por 30 minutos. Después de la fijación es recomendable lavar 

• la preparación en solución de glicina O.OS M en PRS para inhibir o remover 

fijador que no haya reaccionado, como aldehrdo el cual podrla incrementar 

las reacciones inespeci1icas del sistema inmunoperoxidasa o reducir la 

reacción con DAB (38). 

• SollEidn M10rti1uadora de foefatos•salina. 
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2.6 METODOS PARA LA CONJUGACION DEL ANTICUERPO A LA ENZIMA (HRP). 

Los métodos de conjugación no deben alterar la actividad del 

anticuerpo ni de la enzima, en Ja conjugación de Ja lgG y HRP se utilizaron 

agentes bifuncionales como la p,p' ""-difluoro-m,m'-dinitrodifenil sulfona (3.lJ, 

carbodimidas ( 14) , o glutaraldehido ( 2) • Todos estos métodos se realizan 

por procedimiento de un .. o puo ; lgG, HRP y el agente conjugante se 

mezclan y resulta usualmente en un conjugado HRP-lgG polimerizado junto 

con polrmeros de lgG. l.a rar.ón para la formación de· poli'meros consiste en 

que la molécula de lsG tiene una ac,tividad más alta que el agente bifuncional 

con la HRP; por otra parte la actividad del anticuerpo y de la enzima se re­

duce por este procedimiento, por lo que la HRP debe ser añadida en gran 

exceso para obtener por lo menos s• de conjugado en la muestra. 

Para superar estas desventajas se desarrolló el procedimiento en 

das pum, usando glutaraldehi'do ( .J') o diisocianato ( 14) • En este método 

la HRP es conjugada con un agente bifuncional (activador) en el primer paso 

y, desput!s de eliminado el exceso, la HRP activada se hace reaccionar con 

laG. El método de dos pasos usando 1lutaraldehrdo como a1ente conju¡ante 

ha ganado gran popularidad¡ en este m'todo, la actividad del anticuerpo y 

de la enzima se retiene mucho mejor que en los métodos de un solo paso, 

pero tanto en el método que utiliza 1lutaraldehldo como en el que utiliza 

dilsocianato se obtienen complejos monoméricos HRP-lgG con cantidades 

considerables de poli'meros conjugados; de cualquier modo, nin¡uno de los dos 

m'todos satisfacen los requerimientos de una buena conju1acl6n, un buen 

rendimiento y que la muestra no est' contaminad1t con lsG y HRP inactivo. 
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M~t«dl de oxidación del carbohidrato • ( 3 J) 

La HRP es una glicoprotei'na ( 18% es carbohidrato)¡ la porción 

de carbohidrato puede ser utilizada para la formación de grupos aldehi'do 

por oxidación con periodato de sodio (Nal04 ) • " El carbohidrato no es 

requerido para la actividad enzimática" ¡ más aún, si se bloquean los 

grupos -<.-a- amino y los grupos hidroxi de la HRP con fluorodinitroben­

ceno antes de la oxidación, se previene una autoconjugación y permite la 

formación de Wia base de Schiff con HRP-aldehi'do o cualquier protei'na 

que contenga grupos o(. ó E. ; un máximo de S a 6 HRP-aldehi'do se enlazan 

a tria molécula de lgG. 

M4todo • conj .. acidn mando p-bemoquinona ( 41) • 

La l&G o el fragmento Fab son activados con este reactivo y 

la protei'na activa puede hacerse reaccionar con la enzima. En la conju1a­

ción parece ser que la HRP reacciona por completo, por lo que se reco­

mienda poner ésta en exceso; el producto final de la reacción consiste en 

una fracción monomérica de HRP-l1G o HRP-Fab y un conjusado plime­

rizado. Para el estudio inmunohistoló1ico de la ultraestructura intracelular 

del tejido, las dimensiones del conjugado deben ser pequeñas para reducir 

la dificultad de penetración, lo cual favorece escoger el fragmento Fab 

conjugado a la HRP por el método de dos pasos con glut.araldehrdo : 

perlodato o p-benzoquinona. 

Cuando se observa el tejido al microscopio de luz se debe 

tener una baja tincidn de fondo; la HRP que no reaccionó y los conjusados 

polimerlzados causan un incremento en la tinción de fondo, el anticuerpo 

• fi1.No. J 
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libre compíte con el conjugado disminuyendo asi' la sensibilidad, con estas 

consideraciones un conjugado monomérico de alta pureza (purificado) dará 

el mejor resultado. 
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2.7 METOOOS PARA LA PREPARACION DEL COMPLEJO PEROXIDASA-ANTl­

PHROXIDASA (PAP). 

El uso del PAP para tinción inmunohistoqulmica no sólo ofrece gran 

sensibilidad, como las técnicas convencionales de inmunoperoxidasa, sino que 

ademú es tan simple como el método indirecto. La evaluación práctica del 

PAP se demuestra en numerosos reportes en los últimos años y puede ser uti­

lizada para detectar una gran variedad de anti'genos(42). 

La preparación del PAP es un proceso que requiere tiempo y un 

minimo de experiencia para obtener buenos resultados, existen dos mchodos 

para ello. Ori1inalmente Mason y Sammons utilizaron la siguiente técnica, que 

sirvió de base para la utilizada en este trabajo. El método que 9e basa en la 

separación por cromato1rafra de la mezcla anti-HRP y HRP• (27) y el método 

descrito por Sternber1er. En el primer método el antisuero anti-HRP se prepa­

ra en conejos por un método convencional de inmunización; la fracción lgG de 

este suero se obtiene por cromato1rafra en DEAE celulosa. Para preparar el 

complejo PAP se toma una ali'cuota del suero anti-HRP y se incuba por 1 hora 

a temperatura ambiente con un exceso de HRP (de 3 a 10 veces de exceso); 

la mezcla se centrif u1a 3 minutos y el sobrenadan te se aplica a una columna 

de Sephacryl S-200 previamente equilibrada a 4°C con amortiguador eluyente 

de fosfatos salina a pH=7.2. La densidad óptica de las fracciones es medida a 

280nm (para proteína) y a 400nm (para HRP). La fracción que contiene el 

complejo PAP es recolectada, concentrada y 1uardada a 4°C • 

• tallla ..... 1 



El método descrito por Sternberger y col. en 1970 (27) consiste en la 

precipitación del anticuerpo especi1ico contra HRP con HRP en equivalencia, la 

solubilización del precipitado con un exceso de HRP a pH=2.3 a t°C seguido 

por una inmediata neutralización y separación del PAP por medio de precipita­

ción con sulfato de amonio al 50% de saturación. 

El método para la preparación del PAP por medio de cromatografi'a 

tiene varias ventajas sobre el método descrito por Sternberger, en el cual es 

necesario tener mucho cuidado cuando se acidifica y se neutraliza el complejo. 

Ademú de las consideraciones pfactlcas, la cromatografi'a ofrece otras ventajas: 

se evita la acidificación y no se arriesga la desnaturalización de la protei'na o 

de la enzima, y el complejo obtenido por cromatografi'a es más estable porque 

contiene sólo el anticuerpo suficiente, el cual mantiene su actividad aún en 

diluciones altas. Sternberger suciere que el complejo PAP tiende a disociarse 

cuando se encuentra en diluciones muy altas; ésto se observa cuando se prueba 

el complejo por lnmunodifusión en acar 1 la cual revela la presencia de enzima 

libre cuando se hacen diluciones altas del complejo. Por el método de cromato­

grafi'a no se observa la presencia de enzima libre, la cual. podri'a interferir en 

la técnica disminuyendo la sensibilidad. 

Se ha comparado el método PAP con el método indirecto encontrando 

que el PAP es por lo menos 20 veces m4s sensible. Si la dilución óptima de 

trabajo del primer suero inmune del método indirecto (anti-l¡G humana prepa­

rada en conejo) es de 1: 100, el correspondiente al método PAP es de 1:2000 

con una franca y fuerte reacción. 



TABLA N • 1 

comparaci6n de la1 do1 1e'"cnica1 P.•r• la obuncida del PAP. 

STERNBIRGER. 

1.- Incubación de HRP y antl-HRP en proporciones 
equivalentes. 

2.- Centrifugación para separar el complejo PAP 
Insoluble. 

3.- Lavar el complejo. 

4.- Suspensión en solución de HRP. 

5.- Ajusta:r. pH de la solucion a pH•2.3 • 

6.- Neutralización a pH• 7.4 • 

7.- Precipitación del PAP con sulfato de amonio 
saturado. · 

8.- Lavar con solución de sulfato de amonio al 
50% de saturación. 

9.- Solución del complejo insoluble en a¡ua 
destilada. 

10.- Dlaliur en contra de buffer ·de acetato. 

11.- Centrlfuaar para remowtr material insoluble. 

TICNICA CROMATOORAFICA. 

1.- Incubación de HRP y anti-HRP en 
exceso de antíaeno. 

2.- Centrlfuaación para remover el PAP 
insoluble. 

3.- Aplicar sobrenadante a una columna 
de Sephacryl. 

4.- Identificación del primer pico de 
proteinu. 

5.- Concentración del pico. 
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2.8 APl..ICACION DE LOS METODOS INMUNOHISTOQUIMICOS. 

Las técnicas de inmunoperoxidasa (42) o sus variantes han sido 

aplicadas a una gran variedad de antrgenos tisulares, no sólo en tejidos 

formalinizados e inclurdos en parafina, sino también en alcohol ácido, ácido 

picrico, solución de Zenker, etc .•. 

Esta es una lista de los antígenos que mlls comunmente se 

destacan por medio de estu t•knicas : 

- Hormonas (17) 

- Enzimas ( 10) 

- lnmuno1lobullnas intracelulares y extracelulares ( 7 ) 

- Alfa-1-antltripsina (U) 

- Antf1enos asociados a tumores (39) 

- Andíeno de superficie de la Hepatitis B ( 9) 

- Antf1eno amibiano ( U) 

- Antr1eno carcinoembrionario ( 34) 



CAPITULO 111 

MATERIAL Y METODO 

J 



Material Biolc1tico : 

Reacthm J Sultwias : 
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MATERIAL Y llBTOOO 

4 conejos de la rua Nueva Zelandia de 2.5 Kg. 

Adyuvante completo de Freund 

Adyuvante incompleto de Freund 

Agarosa. 

Amortiguador de Fosfatos Salino (PBS) 

DE A E-celulosa 

Peroxidua (HRP) tipo VI SIGMA Chemical Company 

Peroxidasa {HRP) tipo 1 SIGMA Chemlcal Company 

Sephadex G-200 

Sulfato de Amonio 

Reactivos para determinación de proteina por el método de Lowry: 

Albúmina sérlca Bovina (ASB) 

Na2co3 al 2% en NaOH al O.tN 

Reactivo de Folin-Ciocaheau 

Tartrato de sodio al 2~ 

Sulfato de cobre al 1% 

Los métodos de preparación se encuentran descritos en el apt!ndice. 



Material de vidrio : 

Rquipo pua operacicfn de 

NodulCll Lin .. dCOI : 

ApuatG9 de Llbolatorio : 
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Agitadores 

Cajas Petri 

Portaobjetos 

Probetas 

Matraces Erlenmeyer 

Matraces aforados 

Tubos de ensaye 

Vasos de precipitado 

Anestesia 

Bisturr 

Tijeras 

Pinzas 

Jerin1as de Insulina 

Balanza Analítica 

A1itadores Ma¡nchicos 

Colector de Fracciones 

Espectrofotdmetro 

Columnas de cromato1rafra para filtración en 1el 
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METODOLOGIA 

Para la obtención del complejo peroxidasa-anti-peroxidasa se 

desarrolló la metodologi'a que a continuación se describe, que consta de los 

pasos siguientes, cada uno de ellos descrito en detalle más adelante : 

l. Obtener lgG-antiperoxidasa por medio de un esquema de inmunización 

en conejos. 

2. ·Separar las gamaglobulinas del suero inmune por fraccionamiento salino 

con sulfato de amonio. 

J. Obtener las lnmunoglobulinas por medio de una cromatografía de Inter­

cambio iónico. 

4. Demostrar especificidad y actividad del anticuerpo frente a la peroxidasa 

por medio de la t'cnlca de diftaión doble de Ouchterlony. 

5. Determinar la concentración total de protei'na. 

6. Formar el complejo soluble peroxldasa-anti-peroxidasa. 

7. Realizar cromatografi'a de filtración en gel con Sephadex G-200 para 

obtener el complejo inmunológico purificado. 

l. Demostrar el complejo inmunológico (PAP) por inmunodifusión y 

compararlo con el complejo PAP que se vende comercialmente. 
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• 

l.1 OBTBNCION DE SUERO ANTl-PEROXIDASA. 

Se utilizaron conejos de la raza Nueva Zelandia de 2.5 kilogramos 

de peso, y antes de proceder a la inmunización se hizo un sangrado preinmune 

para tener un suero control negativo. Cada conejo fue inmunizado por vi'a 

subcutánea y vi'a ganglios popllteos. Para inoculación en los ganglios linfáticos 

fu~ necesario hacer incisiones en la parte posterior de los muslos de los 

conejos, para poder inyectar directamente en los ganglios. Las primeras 

inmunizaciones se realizaron inyectando a cada animal 2 mg /mi de HRP 

tipo VI en POS, entJlsificados con 1 mi de adyuvante completo de Freund 

en 2 gan¡lios llnf,ticos y en 4 sitios subcutineos¡ a las 3 semanas se repitió 

la inmunización en 4 sitios subcut,neos y 2 sitios intramusculares. A las 3 

semanas se hizo una sangria de prueba, y en seguida se aplicó un refuerzo 

en 4 sitios subcut,neos, pero ahora utilizando adyuvante incompleto de 

Fteund; si la prueba de inmunodif usión es positiva a las 3 semanas se hace 

san¡rado de corazón para obtener la mayor cantidad posible de suero. 

J.2 PRECIPITAQON POR FRACCIONAMIENTO SALINO (SAS). 

l .a precipitación con sulfato de amonio saturado (SAS) se basa en 

que mol~culas de a¡ua presentes en la solución proteica son capturadas por 

el sulfato de amonio hasta lle¡ ar un momento en el cual la cantidad de agua 

presente no es suficiente para que las mol~culas proteicas se encuentren en 

solución y sobreviene la precipitación. 

Se realiaaron dos precipitaciones al 40• de saturación para de 

esta manera obtener la mayor cantidad de 1ama1lobulina mú pura pe>sible, 
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J.J CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO. 

La cromatografia de intercambio iónico se basa en el principio 

de la atracción electrostática de iones con carga opuesta en una superficie 

polielectrolítica. El principio básico implica una interacción electrostática 

entre· los iones que se intercambian y la carga eléctrica normal en la 

superficie de la resina. La velocidad de movimiento de un compuesto ionizable 

hacia abajo de la columna está en función de su grado de ionización, de la 

concentración de los otros iones y de las afinidades relativas de los diferen­

tes iones presentes en la solución, en relación con los sitios cargados de la 

resina. Para obtener la separación deseada, los iones retenidos electrostática­

mente se eluyen diferencialmente mediante un ajuste de pH del solvente 

eluyente, así como de su fuerza iónica. 

La fracción de gama¡lobulinas obtenida por precipitación con 

sulfato de amonio se aplica a una columna de cromato¡rafra con DEAE­

celulosa para fraccionar las ¡amaglobulinas y obtener. la fracción lgG, que 

es la que interesa en nuestro caso. 

Se utiliicS una columna de SS cm de altura, 2.0 cm de diámetro 

y con un volumen de ISO mi; el eluyente fue amortiguador de fosfatos 

O.OlM pH=8.0 con una velocidad de flujo de 0.30 mi /min y el volumen de 

las fracciones colectadas de 43 gotas (3.0 mi ) Se eluyó la columna 2 veces 

vol/vol y después se inició la elución con una mezcla 9: 1 de amortiguador 

de fosfatos O.IM + NaCI 3M para cambiar la fuerza iónica de la columna 

e iniciar la elución de las demlls fracciones de gamaglobulinas. 
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J.4 MICROINMUNODIFUSION DOBLE DE OUCHTERLONY. 

Esta prueba de difusión doble en agar se basa que el anti"geno y 

el anticuerpo difunden a través de un medio semisolido, las bandas de pre­

cipitación que se observan, aparecen en la zona de equivalencia donde la 

concentración del antlgeno y el anticuerpo son optimas para la precipitaci6n 

del sistema. 

Se realizó esta prueba para demostrar la actividad del anticuerpo 

y además demostrar que el anticuerpo es lgG anti-peroxidasa. Para esto se 

realizaron varias diluciones del anticuerpo en PBS , las cuales se colocaron 

en los pozos perifc§ricos, y en el pozo del centro se colocó una solución de 

peroxidasa { 1 mg /mi ); de esta manera se observaron las bandas de inmuno­

precipitación y se obtuvo el titulo del anticuerpo anti-peroxidasa según la 

dilución más alta en la cual se observó precipitación. 

J.5 CUANTIFICAQON DK PROl'EINAS (MHTOOO OH LOWRY). 

Aunque la mlcroinmunodifusiónnos dió una idea de la concentr.aclón 

proteica, debemos conocerla con mayor exactitud. Este paso es importante 

para la formación del complejo PAP el cual se debe hacer teniendo en cuenta 

la concentración tanto de la enzima como del anticuerpo; para formar el 

complejo soluble se debe tener una relación 3:2 (tres moléculas de enzima 

por cada dos moléculas de anticuerpo). Por tanto, es muy importante 

conocer la concentración de inmuno¡lobulina ( l1G ) presente en el suero 

lnm une obtenido. 



3.6 PREPARACION DEL COMPLEJO PEROXIDASA ANTl-PEROXIDASA. 

1 a preparación del PAP es un proceso que requiere tiempo y un 

grado de experiencia para obtener buenos resultados; en este trabajo se 

utilizó una técnica rápida y sencilla que se basa en la separación por croma­

tografi'a de la mezcla de anti-peroxidasa y peroxidasa. 

Para preparar el complejo PAP se tomó una alícuota del suero 

anti-peroxidasa y se incubó 1S minutos a 37°c con un exceso de peroxidasa 

(3 a 10 veces de exceso}. La mezcla se centrifugó por 30 minutos a 3000rpm 

a 4°C y el sobrenadante se aplicó a una columna de Sephadex G-200 

previamente equilibrada para continuar con la fase de filtración en gel. 

J.7 FILTRACION HN GEL. 

Se denomina así a la técnica de separación de moléculas de 

diferente tamaño mediante su paso a través de una columna de gel. 

Los polisac,ridos conocidos con el nombre de dextranes se unen 

cuidadosamente por enlaces cruzados, de manera que constituyan pequeños 

glóbulos hidrofi1icos de naturaleza insoluble que cuando se coloca en a1ua 

se hinchan de manera considerable para formar un gel insoluble. El 

fundamento de este método de separación es la propiedad que tiene el 

Sephadex de excluir los solutos de peso molecular grande, mientras que 

es accesible para la difusión de moléculas de pequeña dimensión. 

Se usó como gel Sephadex G-200, que tiene wta exclusi6n mole~ 

cular mayor de 40,000, y una columna de las siguientes dimensiones: 
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100 cm de altura, 2.S cm de diámetro y volumen 550 mi ; el amortiguador 

U9ado fue PBS pH=7.2 ; la velocidad de flujo empleada fue de 0.3 ml/min , 

y el volumen de cada fracción colectada fue de 86 gotas ( 6 mi). 

J.1 DHMOSTRAQON DEL COMPLEJO PAP PC>R INMUNODIPUSION. 

El primer pico obtenido en la columna de Sephadex G-200 se 

concentró por uhrafiltración y se probó por inmunodifllilón doble de -­

Ouchterlony dando líneas de precipitación en contra de anti-lgG y anti­

peroxidua. 

Al comparar las lineas de inmunoprecipitación obtenidas por el 

complejo PAP .que se vende comercialmente y las lineas obtenidas por el 

complejo PAP producido por nosotros en el laboratorio, fue posible tentir 

Idea de las caracterrsticas del complejo obtenido. 



CAPITULO IV 

RBSULTADOS 



R.P.SULTADOS 

4.1 OllTllNCION OH SUERO AN'l1-ftROXIDASA • 

HI esquema de inmunización realizado en los conejos diÓ buenos 

resultados aunque en un tiempo mucho mayor al que se esperaba; las prim,!'. 

ras inmunizaciones, en las cuales se utilir.ó adyuvante completo de Freund, 

dieron como resultado una respuesta primaria elevada en contra de la 

peroxidasa, pero.esta respuesta es de l&M y como sabemos la inmuno1lobu­

Una que nos interesa es l¡G. Se si1ui6 inm1S1i1&ndo a los conejos hasta 

obtener la respuesta secundaria de lgG anti-peroxidasa, pero como era de 

esperarse, los conejos no respondieron con la misma intensidad a las 

inmuniuciones; mientras que ti\ conejo respondió intensamente dando un 

buen ti'tulo de anticuerpos anti-peroxidasa, otro conejo dió un ti'tulo muy 

bajo cuando se realir.ó la misma prueba (inmmodifl.fiión doble de Ouchter­

lony) • Se trató de ir si1uiendo la respuesta de cada conejo frente a la 

peroxidasa hasta obtener el mayor ti'tulo posible de anticuerpos l1G anli­

peroxidasa, pero se corría el riea10 de hiperinmuniur al animal y diera 

como resultado la disminución en el ti'tulo de anticuerpos. 

Para evitar esto se decidid respetar el esquema de inml.Uli1.ac1ón 
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descrito previamente hasta obtener el mayor ti'tulo posible y en ese 

momento reali7.ar una punción cardiaca para obtener la mayor cantidad 

de suero con un titulo de anticuerpos anti-peroxidasa alto, lo cual se logró 

en forma satisfactoria. El material utilizado finalmente consistió en la 

mezcla de los sueros obtenidos. 

•.J PRRCIPft'ACION CON SULPATO DE AMONIO SATURADO. 

Se obtuvieron aproximadamente 225 mi de suero inmune de 4 

conejos inmunizados, de los cuales se apartaron 25 mi y se conservaron a 

-200C . En 200 mi se realiuron dos precipitaciones con sulfato de amonio 

al ~ de saturación, para obtener la fracción de 1ama1lobulinas lo mú 

pura posible. En el apéndice se indica la forma de calcular la cantidad 

·necesaria de sulfato de amonio saturado para realizar la precipitación al 

40• y lu condiciones para obtener el mejor resultado. Desp~s de lu 

precipitaciones sucesivas se diali.S la muestra con amorti1uador de fosfatos 

0.01 M hasta obtener prueba de cloruro de bario (BaCl2) ne1atlva, Y el 

material dializado fue aplicado a una columna de DEAE-celulosa, como se 

describe a contlnuacldn. 

4.J CROMATOGRAPIA DE INTERCAMBIO IONICO. 

Se llevó a cabo una cromatografla de intercambio lónico de la 

muestra obtenida por precipitación con sulfato de amonio saturado bajo las 

condiciones ya citadas en la seeclón de material y método. , 
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Se determinó la absorbancia en el filtrado a 280 nm obteniendose el 

cromatograma de la Fig.No.4 .En dicho cromatograma se observa la presencia 

de dos picos principales ¡ se concentraron las fracciones correspondientes a 

cada pico y se demostró la actividad de anticuerpos lgG anti-peroxidasa en 

la fracción correspondiente al primer pico, por medio de inmunodifusión 

doble de Ouchterlony. 

4.4. MICROINMUNODIPUSION IX>BLK DH OUCKfRRLONY. 

Para demostrar la presencia de anticuerpos anti-peroxidasa en 

el pico obtenido por cromato1rafra de Intercambio iónico se realir.6 una 

microinmunodifualdn de Ouc:hterlony. La muestra concentrada correspondiente 

al pico 1 que es la fracción en la cual se eluyeron las inmunoglobulinas de 

la clase lcG fue utilizada para realizar esta tt!cnica de la siauiente manera: 

Se prepararon diluciones en PBS hasta 1¡64, y de cada dilución se colocaron 

aproximadamente 5-7 microlitros en las cavidades perifl§ricas según puede 

\lerse en la F.i1.· No •. S , en el pozo del centro se coloca lS'I& solución de 

peroxidasa conteniendo 1 ma/ml. 

En la misma fi1ura se observa que las lineas de inmunoprecipit! 

cidn demuestran la presencia de anticuerpos lgG-anti-peroxidasa hasta una 

dilución de 1:J2, al cabo de 72 horas. 

4.S CUANTIPICAaoN DE PROl'EINAS. 

Se sl1ul6 el m•todo descrito por Lowry y c:ol. ( 26 ) empleando 

el reactivo de Folin-Ciocalteu. Este mt!todo está basado en dos reacciones: 



38 

1. La formación de un complejo colorido entre los enlaces 

pepti'dicos y el iÓn cúprico en solución alcalina. 

2. La reducción del reactivo fosfomolibdico-fosfotúgstico por 

el complejo cobre protei'na. 

Por interpolación con la curva patrón realizada se tuvo como 

resultado la concentración de 10.2 •1 de proteiba por mililitro. 

4.6 PREPARACION DEL COMPLHJO SOLUBLE PAP. 

Para la preparación del complejo PAP se si1uieron las condiciones 

indicadas en la sección de material y m~todo (3.6) las cuales se basaron en 

las investi1aciones biblioar'f icas realizadas. 

Se utilizaron: 2 mi de suero anti-peroxidasa (10 mg/ml) 

4.7 n.TllAaoN BN GBL. 

1 mi de solución de HRP tipo 1 Siama (50 mg/ml) 1 

se incubaron 15 minutos a 370C y posteriormente 

se centrif uaó la mezcla a 3000 rpm a 4°C y el 

sobrenadante se aplicó a una columna de 

Sephadex G-200. 

Se llevó a cabo la cromato1rafi'a por filtración en 1el con 

Sephadex G-200 bajo las condiciones ya citadas en la sección de material 

y m~todo (J.7). Se determinó la absorb&ncia del filtrado a 280 nm (para 

proteiba) y a 400 nm (para HRP) obteniendose el cromatoarama de la 
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Fig. No. 6 en el que se observa la presencia de tres picos bien definidos, 

1.:uyas fracciones correspondientes se separaron y concentraron. 

En el cromatograma se observa que el primer pico contiene 

proterna y HRP, por lo que se puede suponer que en esa fracción es donde 

se encuentra el complejo inmWle peroxidasa anti-peroxidasa, teniendo en 

cuenta que en la cromatografía por filtración en gel el primer eluido será 

el que tenga mayor peso molecular, y en nuestro caso es el complejo PAP, 

posteriormente la protei'na libre y por último la enzima libre. 

La aran ventaja de esta técnica utilir.ada para la obtención del 

PAP consiste en obtener el complejo en forma purificada gracias a la 

filtración por pesos moleculares. 

4.1 ll9llOl'l"UCON DEL COMl'LE,JO PAP POR INMUNOOIFUSION. 

Los resultados obtenidos por la tcknica de doble lnmunodifusión 

de Ouchterlony muestran que el complejo peroxidua anti-peroxidasa 

obtenido en el laboratorio utilir.ando el m~todo descrito anteriormente 

muestra libeu de inmunoprecipitación de identidad (Fi1. No. 7) entre el 

complejo y el antisuero anli-1,0 de conejo producido en cabra y frente al 

antisuero anti-peroxidasa producido en conejo. Se observa que la fracción 

obtenida por filtración en 1el reacciona frente a estos dos antisueros 

demostrllndo asi' la presencia del complejo PAP. 
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El complejo obtenido en el laboratorio se comparó con un 

complejo peroxidasa-anti-peroxidasa producido comt!rcialmente por los 

Laboratorios Dako. En la orueba de inmunodifusión doble de Ouchterlony 

se observa que este complejo reacciona frente al antisuero anti-1,C de 

conejo (cabra) y al antisuero anri-peroxidll¡!a (conejo), dando lineas de 

inmunopreclpitación y observándose también la formación de una lihea de 

identidad parcial, lo que indica la presencia de una cantidad considerable de 

enzima libre. 

Al hacer esta comparación entre el reactivo obtenido en el 

laboratorio y el que se vende comercialmente se observa wia mejor 

purificación en el obtenido en el laboratorio, pues este reactivo no contiene 

enzima libre, mientras que el PAP Dako si contiene una cantidad considera­

ble de enzima libre, misma que disminuir' su sensibilidad al usarse para la 

investi1ación de antrcenos tisulares. 
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FIGURA NIS 

1.- Suero anti-peroxidasa dil.1:2 

2.- dil.1:4 

J.- dil.1:8 

··- dil.1:16 

s.- dil.1:32 

'·- dil.1:64 

7.- Solucion de HRP en PBS 1mc/ml. 

MicroiNnunodif•ion doble de Ouchterlonr 
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CAPITULO V 



CONCLUSIONES 

l. Se encontró dificultad para que los conejos respondieran inmunologica­

mente frente a la enzima peroxidasa, y fue necesario combinar varios 

esquemas de inmunización para obtener anticuerpos lgG-anti-peroxidasa 

a ti'tulos satisfactorios, 

2. De los resultados obtenidos por el método de cromatografia para la 

preparación del complejo peroxidasa-antí-peroxidasa se demuestra que 

se puede obtener el complejo PAP con un excelente grado de purif lca­

ción para que se utilice como reactivo inmunoló1lco en investigación. 

J. Partiendo de la hipótesis de que las reacciones anti'geno-anticuerpo 

tienen una alta sensibilidad y especificidad, podemos concluir que la 

dtlldad del complejo es proporcional a la calidad de los anticuerpos 

anti-peroxidasa obtenidos y al m4Stodo utilizado para su preparación. 

4. Con la obtención del complejo PAP se demuestra que es posible la 

preparación de reactivos inmunológicos utilizando t~cnicas accesibles a 

los laboratorios y con tst costo menor, dado que actualmente se 

importan. 



APBNDICH 



APENDICK 

Metodos udliladol para la preparacidn del complejo PAP. 

Precipitacidn de protelha c:aa ... fato ele ..._., satmado. 

Reactivos: 

Solución de sulfato de amonio saturado: 

Se prepara una solución de 4.05 M 

de sulfato de amonio para obtener el 100~ de saturación. (SAS) 

Solución salina boratO& (SSB): 

Acido bórico 

Tetraborato de 
sodio 

6.184 1 

9.536 g 

Cloruro de sodio 4.384 1 

A1ua destilada a 1 litro. 

Se verifica que el pH quede entre 8.4 - 8.5 ; antes de 11>arse se hace una 

dllucidn con S volumenes de solución amoni1uadora y 95 volumenes de 

sol uci6n salina. 
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Técnica: 

l. Se calcula el volumen necesario de SAS para obtener el grado de 

saturación deseado (44) : 

V + lOO·V 1 = (V + V 1) % saturación 

donde; 

V = volumen de la muestra 

V 1= volumen de SAS 

z. El SAS se a1re¡a gota a gota, con agitación magnética y a 4oC. 

Al terminar la adición, ·se deja agitando toda la noche a 4oc. 

J. Se centrifu¡a a J,000 rpm 4°c durante 30 min y se separa el sobre­

nadante del precipitado. 

4. El precipitado se dializa contra SSB hasta prueba negativa de sulfatas 

con cloruro de bario. 

S. Cuando se requiere una se¡unda precipitación, se si¡ue el mismo 

procedimiento, determinando el volumen necesario de sulfato de 

amonio con la si¡ulente fórmula: 

o:: • (saturación 2 - saturación l) 
1 -saturación 2 

V - volumen de la muestra 

V 2 - volumen de SAS 
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Cuantificacidn de protelhas. 

Método de Lowry. 

Reactivos: 

Solución A: 

Solución B: 

Tartrato de sodio 2.0 % 

Sulfato de cobre 1.0 % 

Carbonato de sodio 2.0 % 
en NaOH 0.1 N 

0.1 mi 

0.1 mi 

10.0 mi 

Reactivo de Folrn-Ciocalteu 1 mi 

Agua destilada 1 mi 

Técnica: 

l. Se elabora una curva de calibración haciendo diluciones de una solu-

ción que contiene Albúmina sérlca bovina para obtener concentraciones 

que van de S.0-100 )11 de proteína. 

2. Se toma una alicuota de 0.1 mi de la muestra. 

J. Se a1rega a todos los tubos 2.0 mi de solución A, se mezclan y se 

dejan a temperatura ambiente 10 mln 

4. Se agre1an a todos los tubos 0.2 mi de solución B, mezclando Inmediata­

mente después de la adición. Se dejan a temperatura ambiente 30 mln 

para el desarr~ll<? de color. 

S. Se determinó la densidad óptica a 700 nm en un espectrofotómetro. 

(Coleman Junior) 
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6. Llevar a mg/ml segun tabla standar preparada con S, 10, 25, 100 mg/ml 

de albúmina sérica bovina. 

Microinmunodif•ic1n daNe de Ouchterlony. 

1. Se prepara agarosa 0.4 % en PBS y azida de sodio 0.01 %. 

Se agita y se disuelve completamente por calentamiento en un baño de 

agua hirviente. 

2. Se pipetean ripldamente 3 mi de la agarosa caliente en portaobjetos o 

cajas peui ( 5.0 cm de dil(metro) y sobre mesa nivelada. 

J. Se dejan solidificar a temperatura ambiente. 

4. Se dejan en refrigeración a 4ºC por 30 min. 

5. Se corta el patrcSn hexagonal con el aparato adecuado. 

Se aspira el agar de los pozos (diimetro 5 mm, distancia entre ellos 

5 mm) por succicSn con una pipeta pasteur unida al vaci'o. 

'- Se llenan los poios con las muestras. Se usan 5 - 7 Jil en cada pozo. 

7. Se dejan dihmdir a temperatura ambiente durante 72 hrs. para el desa­

rrollo de las lineas de preclpitacicSn. 

l. Se leen con luz directa y fondo oscuro a las 24 , 48 y 72 hrs. 

9. Se lavan con citrato de sodio 0.17 M y se leen nuevamente. 



Cromatoeratra de intercambio idnico. 

Reactivos: 

Solución amortigua.dora de fosfatos 0.1 M pH=8.0 

Fosfato mono,cido de sodio (Na
2

HPO 4> 

Fosfato dl,cido de potasio (KH2P04) 

Proporción para obtener pH= 8.0 

48 mi 

2 mi 

ajmtar pH con potenciómetro. 

14.19 g en 1 lt 

13.60 g en 1 lt 

DE52: DEAE celulosa Whatman que presenta la ventaja de estar prehinchada 

es decir, ya se la ha dado el tratamiento con HCL y NaOH, requerido para 

una mayor exposición de los 1rupos cariados de la celulosa. 

Tcfcnica: 

L Se prepara un 1el con la matriz de celulosa y el amorti1uador 

ele1ido y se procede a la eliminación del material fino. 

2. Se monta la columna verticalmente y se vierte el amorti1uador 

hasta la mitad de ñta. 

J. Se vierte el 1el y se mantiene cerrado el tubo de salida hasta que 

el 1el ha sedimentado unos dos cm aproximadamente. 

4. Se abre el tubo de salida, y cuando se lleaa al volumen deseado de 

cama, se equilibra con el amortl1uador, Ulando por lo menos dos 

veces el volumen de la cama. 



S. Se aju>ta a cero de absorbancia la unidad registradora, se desecha et 

amortiguador de ta parte superior de la columna y se agrega la muestra 

previamente equilibrada con el mismo amortiguador. 

6. Una vez que la muestra ha penetrado en la matriz celul6sica, se 

conecta la columna a un recipiente con amortiguador y se colectan las 

fracciones hasta que su absorbancia es de 0.02 ó menor. 

FiltrlCidn m 1el. (S!phade! G-200). 

ReactlvO!: 
Sol. A 

Solución amorti1uadora de Salina Fosfatos O.lS M 

Fosfato monobúico de sodio (NaH2Po4) 

Cloruro de sodio (NaCl) 

Acua destilada 

Sol. 8 

Fosfato dibasico de sodio (Na2HP04) 

Cloruro de sodio (NaCl) 

A1ua destilada 

a 

pH=7.2 

20.69 1r 

8.S 1r 

1 lt 

21.29 ,, 

8.S 1r 

a 1.0 lt 

Mezclar 280 mi de Sol. A con 720 mi de Sol. B para obtener pH• 7.2 ; 

checar con potenciómetro. 

Tlcnica: 

l. El empaque de la columna es similar al de la columna de intercambio 

i6nico, y se sigue el mismo procedimiento hasta el paso 5. 

J. Se determina el volumen vacio y la uní formidad del empaque pasando 
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una solución de azul de dextrana ( 2 mg/ml). 

J. Se cierra el tubo de salida y se deposita cuidadosamente la muestra, 

se deja entrar y se conecta la columna a un recipiente con amortiaua­

dor. 

4. Se colectan las fracciones hasta que su absorbancia es de 0.02 6 menor. 
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