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JNTRODUCCJON 

l. ANTECEDENTES HJSTORJCOS 

El descubrimiento del antígeno Australia y sus consecuencias 

se han convertido en una de las investigaciones clásicas de 

la ciencia médica. Este se inició como un estudio dirigido 

al polimorfismo genético de las lipoproteínas séricas humanas, 

enfocado particularmente a la etnología del Sureste de Asia 

(1). A mediados de la década de los sesentas, el Dr. Baruch 

alumberg comenzó un estudio enfocado hacia las diferencias 

antigénicas de las lipoproteínas séricas, sin imag~narse que 

su trabajo produciría uno de los descubrimientos más importantes, 

en un campo en el que él nunca había incursionado y que además 

por aquel entonces se encontraba estancado. Usando plasma y 

sueros de pacientes politransfundidos como antisueros, el Dr. 

Blumberg por medio de la doble difusión en agar, demostró 

arcos de precipitación formados entre estos antisueros y 

sueros humanos de diferentes orígenes, así, el suero de un 

aborigen australiano fue capaz de producir arcos de precipita

cióncon varios de los antisueros hemofílicos. Posteriormente 

al intentar caracterizar esta proteína, se dió cuenta de que 

no correspondía a una lipoproteína como inicialmente se había 

pensado y como este nuevo antígeno fue encontrado en un 

aborigen australiano se le puso el nombre provisional de 

antígeno Australia. (2) Intentando encontrar una singifi-
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cación biológica a su descubrimiento, Blumberg y colaboradores, 

encaminaron sus esfuerzos para ver si existía alguna relación 

con la leucemia humana (l), 

Posteriormente, al estudiar la presencia del antígeno Australia 

en una población de pacientes con síndrome de Down, encontraron 

que además de detectarse este antígeno con gran frecuencia, 

su positividad correlacionaba con la hepatitis viral. 

La relación entre antígeno Australia y hepatitis, la dió a 

conocer Blumberg en 1967, sin embargo, existían problemas 

metodológicos que .impedían establecer de manera categórica 

que el antígeno Australia correspondiera como el agente 

etiológico de la hepatitis¡ los obstáculos eran los siguientes: 

a) hasta la fecha ha sido imposible cultivar "in vitre" al 

Virus de la hepatitis1 b) no existía un modelo animal en el 

cual se pudiera reproducir la enfermedad (en la actualidad 

se puede reproducir en chimpancé y mandril), No obstante 

los avances en la inmunología, como los llevados a cabo en 

microscopía electrónica, y posteriormente con la combinación 

de ambas fue coma se pudo definir la primera entidad seralógica 

del virus de la hepatitis B, lo que en la actualidad se 

conoce como antígeno de superficie de la hepatitis B. 

En 1968 Alfred Prince, trabajando en el New Vórk Blood Cantar 

en la búsqueda de un marcador serológico para las sangres 



3. 

portadoras de hepatitis 8 y empleando tambi6n como fuente ~e 

anticuerpos, sueros de personas politransfundidas. Siguió a 

un grupo de pacientes recién transfundidos, haciéndoles chequeos· 

dos veces por semana, con la esperanza de poder estudiar la 

enfermedad desde sus inicios. En el mismo año (4) Prince 

describió un ant!geno al cual llamó antígeno de la hepatitis 

serica y dió razones para creer que el antígeno por 61 descrito 

correspondía al antígeno Australia descrito por Blumberg, lo 

que posteriormente se confirmó (5). 

E·n base a estos primeros descubrimientos, los conocimientos 

acerca de la hepatitis viral tipo B se han incrementado 

impresionantemente, tanto en su epidemiología, como en su 

relación con algunas entidades patológicas, tales como la 

hepatitis crónica activa y hepatitis crónica persistente. 

Además el estudio del agente causal en cuanto a su composición 

y características biofísicas, ha permitido hacer aplicaciones 

tanto diagnósticas como en medicina preventiva disminuytndose 

notable•ente la hepatitis postransfusional, 
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TERlllINOLOGIA 

El informa dal comit6 de ••partos da la Organizaci6n lllundial 

de la Salud de 1977 propone la siguiente nomenclatura, besada 

en los descubrimientos mAs recientes. Propone eliminar las 

letras a modo de subíndice, así por ejemplo, para· al antígeno 

superficial de la hepatitis B la abreviatura sería AgsHB en 

lugar de AgsHB. 

VHB 

AgsH8 

AgcHB 

AgeHB 

HEPATITIS VIRAL TIPO B. 

Virus de la hepatitis 81 Virus de dobla doble 

c.ubierta de 42nm de diametro, conocido. origina! 

•ente como partícula de Dane. 

Antígeno de superficie de la hepatitis 81 se 

encuentra en la superficie del virus y sobre la 

partícula esférica de 22nm de diamatro y la 

partícula tubular de 22nm de diametro y longitud 

variable. 

Antígeno central de la hepatitis 81 representa 

la cubierta interior del virus. 

Antígeno "e" de la hepatitis B: no se conoce 

exactamente su localizaci6n en las diferentes 

entidades morfplÓgicas del virus. 



Anti-HBs 

Anti-HSc 

Anti-HBe 

s. 

Anticuerpo contra el antígeno de superficie 

de la hepatitis 8. 

Anticuerpo contra el antígeno central de la 

hepati tisB. 

Anticuerpo contra el antígeno "e" de la 

hepatitis s. 
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HEPATITIS VIRALES 

a) CAAACTERISTICAS CLINICAS. 

Las hepatitis virales son enfermedades sistémicas que se des~ 

rrolAan inicialmente en el hígado y que en la mayoría de los 

.casos corresponde a uno de dos agentes plenamente reconocid~s: 

Virus de la hepatitis A (hepatitis infecciosa o de periodo de 

incubación corto) y el Virus de la hepatitis 8 (hepatitis sérica 

o de pariodo de incubación largo), 

Recientemente han aparecido numerosos reportes de hepatitis 

debida a un tercer agente supuestamente viral conociéndose hasta 

el momento como hepatitis no A no B. 

La tabla l presenta las características clínicas y epidemioló

gicas de las hepatitis A y B. 

Ambos agentes producen una característica pero indistinguible 

lesión en el hígado, la diferenciación clínica es rara vez 

concluyente, por la forma extremadamente diferente en que se 

presenta la enfermedad, que puede ir desde una infección asintom! 

tica con presencia o no de ictericia hasta una hepatitis filmi-

nante y la muerte. 

La fase prodromal o preictérica es frecuentemente caracterizada 

por fatiga, malestar general, mialgias, síntomas de infección en 

las vías respiratorias superiores , asco al tabaco, erupción 

1 
! 
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maculopapular, artralgias, fiebre, diarreas, nauseas y vomito. 

Esto es acompañado de dolor en el cuadrante superior derecho del 

abdomen, lo que esta asociado a la hepatomegalia y a la aparición 

de la ictericia, el diagnóstico se confirma ademas de los datos 

clínicos por la hiperbilirubinémia y la elevación de las tranza

minasas. La hepatitis viral aguda dura un pro~edio da tras ~eses 

si persiste por más tiempo se le cataloga como crónica, los 

pacientes que sufren hepatitis viral aguda por lo general se recu

peran completamente. 

1 

1 
1 
' i 
~ 

! 
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¡ 
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b) HEPATITIS VIRAL TIPO B. 

1) l'llORfOLOGIA. 

Las partículas circulantes asociadas con el virus de la hepatitis 

B (VHB) pertenecen por lo menos a tres categorias morfol6gicas 

distintas: 

i) Partículas esféricas da diámetro medio de 22nm. 

ii) Partículas tubulares de diámetro medio de 22nm y 

longitud variable. 

iii) El VHB propiamente dicho, partícula esférica de 42nm 

de diámetro de doble cubierta, en la parte central 

contiene ADN y ADN-polimerasa, presentando hetero

genicidad en el contenido de estos dos Últimos 

componentes. 

VER roTOGRAfIA l. 

2) ANTIGENO SUPERfICIAL DE LA HEPATITIS B. 

Basándose en estudios de inmunomicroscopía electrónica el AgsHB 

existe en las tres categorías morfológicas antes mencionadas, 

la capa externa del AgsHB mide 7nm y es antigénicamente idéntica 

a las esferas de 22nm y a los túbulos lo que indica que estas 

dos partículas representan un exceso de recubierta viral. 

La partícula de 22nm que está asociada al AgsHB tiene una com

pleja composici6n bioquímica, consta de 7 a 9 polipeptidos, 

dos de los cuales son glucoproteínas y contienen colesterol, tr•s 

lipidos polares y dos glucolípidos. 

Debe hacerse notar que la composici6n de aminoácidos del AgsHB 

difiere marcadamente con las de otras virus animales (tabla 2yJ). 



CAHACTERJSTICA . 
periódo de incubación 

Tipo de inicio 

Distribucuón por edad 

Incidencia por estación 

Ruta de infección 
Ocurrencia virus/antígeno 
Sanqre 
Heces 
Orina 

Caracteristicas de lab. 
fiebre •Je•c 
Duración de elevación de 
transaminasas 
AgsHB-ANTI •HBs 

Inmunidad 
Homóloga 
Heteróloga 

Duración Inmunidad 

Terapia con Globulina 

HEPATITIS A . 
15-50 di as 

A o u do 

Niños y adultos jovenes 

otoño primavere 

Principalmente fecel-oral 

Di as 
Semanas -mea es 

----
Al principio 

1-3 semanas 

si 
no 

Probablemente toda la 
vida 

Efectiva 

HEPATITIS B 

40-180 dias '· 

Incidioso 

Todas las edades 

Todo el año 

Principalmente parenteral 

llleses-ai'los 
Presente 
Presente 

Menos común 

1-6 meses o más 
Presente 

si 
no 

Probablemente toda la 
vida 

EfecUwa .. 

... 
O . . 
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TABLA 2. COlllPOSICION QUilllICA DEL AgsHB. 
COlllPOSIC:IO~ Dt: i\lf ! t;QAC ! )C~ .• 

Lisina l. 7 .!. 0.4 llloles/lllol de AgsHB • 
Histidina 0.6 + 0.2 
Arginina 3.1 + 0.5 
Ac. Aspártico 5.3 + 0.3 
Treonina 7.B .!. 0.4 
Serina 8.3 .!. 0.6 
Ac. Glutámico 5.6 .!. 0.6 
Prolina 11. 6 + 0.4 
Glicina 7.7 + 0,4 
Alanine 4.0 .!. 0.4 
Ciste{na 4.B ~ 0.6 
Valina 5.9 + 0.6 
metionina 1.4 + 0.6 
Isoleucina 6.2 + 0.7 
Leucina 16.7 + o.s 
T1rosina 1.1 + 0.1 
f"enilalanina e.o + 0.6 

TABLA 3 COlllPOSICION DE LIPIDOS POLARES. 

f"osfatidil colina 65% 

Esfingomielina 30% 

Isofosfatidilcolina 5% 

Glicoesf ingolipido 
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Por otra parte, las preparaciones AgsHB altamente purificadas 

y representadas principalmente por partículas de 22nm presentan 

un alto grado de heterogenicidad biofísica en terminas de diámetro 

peso molecular y carga total de las proteínas de su superficie (11). 

El AgsHB es termoestable, preparaciones purificadas de éste 

mantienen actividad antigénica después de calentarse 10 horas a 

6o•c (12), pero calentandose a loo•c por 10 minutos se elimina por 

completo su afinidad por el anticuerpo. 

3) ANTIGENO CENTRAL DE LA HEPATITIS B. 

Las partículas del VHB se componen de una partícula central de 27nm 

de diámetro con una cubierta de 7nm de espesor. Tratando estas 

partículas con detergente se logra separar la cubierta exterior 

de 7nm de espesor que corresponde al AgsHB y el componente interior 

de 27nm (13) que tiene características antigénicas diferentes al 

AgsHB y que corresponde al antígeno central de la hepatitis 8 AgcHB, 

el cual se localiza en hepatocitos de humano, chimpance y mandril 

también se detecta en el suero de personas infectadas. 

Se ha tratado de relacionar la infectividad de un suero AgcHB 

positivo midiendo la proporción entre la actividad de la ADN-poli

merasa y el titulo de AgcHB (15), pero esta relación no puede dar 

idea de la infectividad real del suero por la existencia de partí

culas de virus incompletas en su contenido de AON y ADN-polimerasa 

lo cual puede dar una partícula con AON-polimerasa y con t•ON inca!!!. 
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pletos o carente en alguno de los dos, las cuales no pueden dar 

un valor fidedigno de infectividad. (9,14). 

4) ANTIGENO "e" DE LA HEPATITIS B. 

El antígeno de la hepatitis B del que se tiene menos información 

es al antígeno "e", que fué descrito inicialmente en 1972 (17) como 

un nuevo sistéma antígeno-anticuerpo presente en casos agudos de 

hepatitis B y en portadores crónicos de AgsHB. El antígeno "e" ha 

sido sido caracterizado por varios autores como un dímero de IgG 

o al parecer relacionado estructuralmente con esta inmunoglobulina 

(18). Se ha sugerido también que el antígeno "e" representa un 

determinante idiotípico localizado en la subclase 4 de la lgG (19), 

por otro lado se ha presentado evidencia de que el antígeno "e" 

esta asociado a la isoenzima 5 de la lactato deshidrogenasa (20). 

Con este antígeno si se ha podido determinar la infecciosidad de 

un suero ya qua en portadores sanos eMiste Anti•HBe y no se detecta 

ADN-polimerasa, siendo que en pacientes cronicos no se detecta ni 

antígeno "e" ni su correspondiente anticuerpo en cambio si se ha 

logrado detectar actividad de AON-polomerasa. 

La detección de este antígeno se hace principalmente por la técnica 

de doble difusión en agar, pero recientemente se ha utilizado el 

radioinmunoensayo (16) en el cual se hace destacar la importancia 

que puede revestir la detección de este antígeno y su anticuerpo 

en portadores crónicos de AgsHB asi como eA pacientes con hepatitis 

crónica activa y hepatitis crónica persistente. 

1. 

1, 
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En la tabla 4 se presenta un resúmen de los antígenos de las hepat! 

tis virales. 

5) SUBDETERmINANTES DEL ANTIGENO SUPERíICIAL DE LA HEPATITIS B. 

El AgsHB lleva un determinante común "a" y varios subdeterminantes 

principales determinados por el genoma del virus y no por el hu6sped, 

Los determinantes pueden ponerce de manifiesto por la proyrcción de 

líneas de no identidad rn la prueba de doble inmunodifusión con los 

reactivos adecuados. Se han identificado 8 grupos distintos y dos 

grupos mixtos de subtipos (21), consisten de varias conbinaciones 

de los determinantes "y", "d" e "y", "r". Adem~s otras variantes se 

describian originalmente como relacion~das con el determinante común 

"a" pero es más exsacto designar como variantes de la especificidad 

ºw" puesto que siempre se comporta como alelos de "r", los 10 grupos 

son los siguientes. 

1 ay111l (a1y111) 6 ad112 ( a~d111) 

2 ay1112 (a¡y111) 7 ad1114 (a3d111) 

3 ay1113 (a~y111) e adr 

4 ay1114 ( a3y111) 9 ad111y 

5 ayr 10 adyr 

Los determinantes principales se comportan como si comprendieran 

dos grupos al6licos "d" e "y" de una parte y wl, 1112, 1113, 1114 y "r" 

de la otra, sin embargo, es posible que estos sist6mas no sean 

completamente independientes, puesto que dos de las 4 variantes "11" 



VIRUS ANTIGENO 

' 
Hepatitis B Ant1geno de supe~ 

ficie de la hepat~ 
tis B. AgsHB. 

Ant1geno central 

AgcHB 

Ant1geno e 

Hepatitis A Ant1geno de la hep~ 
titis A AgHA 

No A, No B. No identificado 

ENTIDADES MORFOLOGICAS Y SU RELACION 
CON EL VIRUS 

Esferas de 22nm (exceso de cubierta vi-
ral) tubulos de 22nm de diámetro y lon-
gitud variable. Cubierta de la part1cula 
42nm (partkula de Dane ) . 
Part1cula de 27nm dentro de la partícula 
de Dane. 

Relacionado con el AgsHB en la part1cula 
de 27nm. 

Part1cula de 27nm. 

No identificado 

ANTICUERPO. 

Anti-HBs 

1 

Anti-HBc 1 
' ' ! 

Anti-HBe l 
' ! 
! 

Anti-HA ! 
: 
¡ _, 

No identific!. ; 
do. : 

~ 
UI 
• 

1 
1 
l 
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(aliados con "y") se han podido encontrar con "d", 

Los grupos mixtos de subtipos son raros y es posible que resulten de 

una mezcla fenotípica o genotípica de los determinantes en el 

curso de una infección simultánea de dos virus con diferente geno

tipo. También se han descrito otras especificidades del AgsHB 

tales como "g", "x", "f", "t", "j", "n" y "h", pero pero no se han 

comprobado por medio de buenas y necesarias· comparaciones seroló-

gicas. 

Por lo que toca al antígeno "e" se han encontrado dos serotipos 

diferentes designados AgeHBl y AgeHB2. 

¡ 

1 

1 
¡ 
! 

1 
1 
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mETODOS DE PURif ICACION DE AgsHB. 

La purificación y caracterización de las distintas categorías 

morfológicas delUH8 es el primer requerimiento para el entendi

miento de la naturaleza, origen e infectividad del mismo, asi 

como para el desarrollo de técnicas serolÓgicas para su detección. 

Como el antígeno más abundante en la infección por VHB es el AgsHB 

el cual está presente en las tres categorias morfológicas del 

virus, resulta ser el marcador antigénico ideal para la detección 

de la enfermedad. Por lo tanto se ha desarrollado una amplia 

variedad de métodos para su purificacién, principalmente de las 

partículas de 22n~ compuestas únicamente por AgsHB. 

A continuación se hara una breve descripción de los principales 

métodos usados en la purificación del AgsH8. 

1) ULTHACENTRifUGACION (22, 23, 24.) 

Esta técnica tiene una gran limitación por lo costoso y especializado 

del equipo que se requiere, y por lo tanto no es aplicable como un 

método generalizado de purificación de AgsHB, además de que por 

este método no es posible eliminar completamente les proteínas 

séricas que se encuentran unidas al AgsHB, a menos que exista 

una prepurif icación o tratamiento especial para eliminarlas, en si 

la técnica es efeciente cuando se usan preparaciones semipurificadas 
de AgsHB. 



Pero no cuando se efectua la purificación directa a partir de 

suero entero, a menos que se hagan reciclajes de el mismo en 

gradientes de cloruro de cesio. 

18. 

Brevemente, la técnica consta de dos ciclos de bandeo isopicnico 

en cloruro de cesio seguido por una sedimentación zonal en zacarosa 

y finalmente un Último bandeo bandeo isopícnico en cloruro de cesio 

(22), con este método se obtienen preparaciones altamente purifi

cadas de partículas de 22nm de AgsHB. 

2) INl'llUNOADSORCION 

L.8. Howen y colaboradores (25) describen una completa separación 

del AgsHB de proteínas séricas humanas usando dos tipos de inmuno

adsorbente, la primera inmunoadsorción se lleva acabo con Anti-HBs 

unido covalentemente a Sepharosa (Polímero de agarosa) y la segun

da Anti-suero normal humano unido también a Sepharosa, estos dos 

pasos fueron necesarios ya que las preparaciones obtenidas por 

elución AgsHB del primer inmunoadsorbente todavia contenian grandes 

cantidades de proteínas séricas humanas. Grabow (26) y Jozwiak (27) 

reportan preparaciones de AgsHB libres de proteínas séricas a partir 

de un solo inmunoadsorbente, la discrepancia entre ellos y Ho•en 

tal vez se deba a la sencibilidad de las técnicas usadas para la 

detección de las proteínas séricas que fueron hemaglutinación por 

parte de Houwen que es una técnica mucho más sencible que la 

inmunodifusión, técnica utilizada por Grabow y Jozwiak. 

Esta técnica es demasiado elaborada, además de que los reactivos 

tienen una vida media de utilización muy corta y por lo tanto su 

costo resulta elevado, por otro lado no se puede aplicar a gran 
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escala. 

3) CROMATOGRAfIA DE AfINIDAD. 

A.R. Neurath (28) describe un método basado en las observaciones 

de Cowly (29) que indica que la concanavalina A precipita parcial

mente al AgsHB, y sugiere la utilización de esta caracteristica 

para ser utilizada como un paso en la purificación de AgsHB. 

Con este método se obtienen preparaciones que contienen aparte de 

AgsHB varias proteinas séricas, principalmenter Igm, IgA, alfa l 

antitripsina, alfa 2 macroglobulina, haptoglobina, ceruloplasmina 

y componentes del complemento que representan el 15% del total de 

las proteínas de las que se partio y el porcentaje de antígeno 

recuperado no supera el 30%. El uso de columnas de afinidad (canca

navalina A-Sepharosa) o precipitación directa con concanavalina A 

no es un factor determinante pues con las dos se obtienen los mis

mos resultados. Par otro lado se requiere de técnicas auxiliares 

para llegar a una purificación más completa, en fin, la técnica 

no ofrece ventajas en lo que se rer1ere a tiempo, material, costo 

y rendimiento. 

4) PRECIPITACION. 

Las técnicas de precipitación han sido las más desarrolladas últim! 

mente pues son susceptibles de aplicación a gran escala, su costo 

es relativamente bajo y su rendimiento es siempre mayor al 50% 

(27-30). 

Recientemente la combinación de la cromatograf ia en gel y la preci
pitación principalmente con polietilen glicol 6,000 han dado paso 



a la producción masiva de vacunas para hepatitis viral tipo B (28,30) 

tn este trabajo se describe un m6todo simple de dos pesos para la 

purificación de AgsHB haciendo une combinación de las t6cnicas de 

precipitación y cromatograf {a en gel utilizando un mínimo de 

equipo y material con el fin de obtener pequeñas cantidades de 

AgsHB altamente purificado pare su uso en estudios de caracteri

zación y producción de sueros monoespec!ficos para la detección 

del mismo. 

¡ 
. i 
¡ 
i 
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~ATERJAL Y ~ETODOS 

~ateriales Bial6gicas. 

ruante de AgsHB. 

El AgsHBfua purificada a partir de unidades de sangra de 

donadoras profeaionalas aparentemente sanas, obtenidos en la 

sección de Histoca•patibilidad del Labarataria Clínico del 

Centro Hospitalario 20 da Novie•bre 1.s.s.s.T.E. 

ruante da Anti•HBa 

Se obtuvo a partir de unidades de sangre de donadoras profe

sionales y de pacientes en trata•iento de he•odialisia de la 

Secci6n de Histocompatibilidad del c. H. 20 de Navie•bre 

1.s.s.s.T.E. 

Anti-Suero nora•l hu•ana de cabra 

Suero hu•ano AgaHBpoaitivo (control) Lab. Hoech. 

Eat&ndar de proteínas •LABTROL" 6.5 mg/100 ml. 
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DETEAMINACION DE PROTEINAS 

~étodo semi-micro de Lowry (44). 

La cuantificación de proteínas por medio del reactivo de folin

Ciocal teu (a base de fenal) depende sobre el contenido de 

tirosina y tiiptofano de la muestra, por lo tanto el estándar y 

la muestra que se usen deberán ser lo más parecidos que se 

pueda. Para esta técnica se usó el estándar de proteínas 

Labtrol (DAOE). 

l'!ATERIALES 

- Gradillas 

- Tubos de ensaye 

- Baño maria so• C 

- Espectrofotómetro 

Solución A: 2 gramos de tartrato de sodio y potasio y lOOgr 

de carbonato de sodio se disuelven en 500 ml de NaoH lN y se 

lleva un litro con agua destilada. 

Solución 81 2 ~ramos de tartrato de sodio y potasio y un 

gramo de sulfato de cobre pentahidratado disueltos en 90 ml de 

agua destilada más 10 ml de NaOH lN. 

Solución C. Reactivo de folin-Ciocalteu (SIGMA DE ~EXICO), 

diluído 1/15. 

método: Se prepara una serie de tubos numerados y los 
reactivos se añaden como lo indica el cuadro siguiente. 

i 

1 
l 

! ¡ 
l 
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CONTRINlllUNOELECTROfOAESIS, INMUNOELECTROíORESIS 

PAEPARACION DE AGAH 

Material: 

- Pipetas Pasteur 

- Pipetas serológicas 2.5 y 10 ml 

- Vasos de precipitados 150 ml. 

- Placas de plástico 8.4 X 5.6 X 0.3 cm. (tapas de cajas de 

Terasak t f ALCON) 

- Tubos capilares (OAOE) 

- Agar noble (DifCO) 

- Solución de azul de bro~ofenol O.OS% 

- !uffer Barbituratos pH 8.6 

- Barbiturato de sodio 

- Acido clorhídrico 

- Agua destilada 

- Solución salina fisiológica 

- Na Cl 

- H~O 

o .1 ,,, 

0.1 N 

9.0 gr 

500.Sml 

149.Sml 

350 ml 

1.0 lit.ros 

- S~lución de rojo de Poncaau al O.OS% en ácido tricloroacético 

al 5% 

- Cámara de electroforesis (THOlllAS INSTRUlllENTS) 

- fuente de poder (GELlllAN INSTRUlllENTS) 

- Perforadores de agar (GELlllAN INSTRUlllENTS) 

- Bomba de vacío 

i 
i 
¡ 
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PREPARACION DE AGAR AL 1% 

"' 2s. 

a) ~n un vaso de precipitados se solocan SO ml de agua destilada, 

se añade un gramo de agar noble OiíCI, se calienta en baño maría 

con agitación constante hasta que el agar se sisuelva completa-

111ente. 

b) Se deja gelif icar el agar en el mismo vaso, despu6s de lo 

cual, se saca el bloque y se parte en cuadros pequeños, éstos 

se devuelven al vaso, el cual se tapa con una gasa y se pone 

bajo el chorro de agua corriente por toda la noche con el fin 

de.lavar el agar. 

c)Se elimina del vaso la mayor cantidad de agua que sea posible 

y se añaden SO ml de buffer de barbituratos y se calienta a 

fuego lento hasta que funda el agar eviatando la ebullición, o 

si se prefiere se puede fundir en baño mar!a. Las pérdidas 

por evaporación se reponen con el mismo buffer. Por último 

se añade mertiolate a una concentración final de 1/10,000. 

d) Se llenan las cajas de plástico que deben estar limpias y 

desengrasadas, añadiendo el suficiente agar para formar una 

capa de 3 mm de espesor. Esta operación se llave a cabo sobre 

une table nivelada. 

e) Las placas ae guardan en un recipiente húmedo a 4• e, hasta 

su utilización. 
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CONTRAINmUNOELECTROfURESIS (Principio) 

La técnica de contrainmunoelectrofóresis (CIEF) representa una 

variante de la inmunodifusión simple de OutCherlony con dos 

ventajas: 

a) Incrementa la concentración de los reactivos en el sito de 

precipitación. El AgsHB se mueve en la zona de las alfa 2 

globulinas: el cuerpo se mueve en la dirección contraria con 

la fracción gamma, así ninguno de los reactivos sufre disminución 

de su concentración, aumentándose de esta manera la sensibilidad. 

b). La movilidad de antígeno y anticuerpo bajo el influjo de la 

corriente eléctrica hace que la técnica se lleve a cabo en un 

tiempo máximo de dos horas. La formación de la banda de 

precipitación ocurre de manera similar que en la difusión simple. 

El método se basa en el principio de que el AgsHB a un pH 

alcalino se encuentra cargado negativamente y migra hacia el 

ánodo en la electrofóresis, por lo contrario los anticuerpos 

(gmmaglobulinas) a pH de 8.6 se hallan cerca de su punto 

isoeléctrico y por lo tanto tienen una débil carga negativa y 

tiencen a moverse hacia el cátodo debido a formas endosmóticas 

provocadas principalmente por los contaminantes de agaropectina 

que contiene el agar. 

PROCEDIMIENTO CIEf 

a) Se sacan las placas necesarias del refrigerador y se exponen 
al aire 5 minutos para eliminar el agua residual, después de 
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perforar les placas como lo indican los dibujos de la p'gina 

siguiente, dependiendo de la muestra con que se est6 trabajando, 

La forma A es para detectar AgaHBy Anti-HBs al •is•o tie•po en 

suero y la for•a B ea para titular sueros, •uestras procesada• 

y fracciones de cromatograf {a, los reactivos se colocan co•o 

lo indican los dibujos. 

b) Se coloca la placa en la c'mara de electrofáresis y se cierra 

el circuito con tiraa de fieltro unidaa a los ex~re•os de la 

placa. 

c) Aplicar las •uestras y antisueros. 

d) Correr la alectrofárasis a 15 •A aproxi•adamente una hora 

para obtener un buen desarrollo de bandas. 

e) Leer resultados y dejar lavando la placa en soluci6n salina 

por toda la noche, al d{a siguiente confirmar resultados. 

A~ ... 8. t -
o Cl o o o 

o o o o o 

o o o o o 
o o o o o 

. o o 
o " .. t;- ""' 

o o 
~'l,H~-' ~ o o 

M11&~t ... o. o o .. ,.,,·"'~ 
~ 
wua~:i.l.,,o. 
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lNmUNOELECTROfORESIS (Principio) 

La inmunoelectroforesis es una técnica por medio de la cual se 

estudian sistemas ant!geno-anticuerpo, está basada en dos 

propiedades: 

a) La habilidad de un sistemas anEigeno-anticuerpo para formar 

bandas de precipitación en el gel de agar, y 

b) La movilidad caracter!stica que presenta una prote!na dada 

cuando es sometida a la acción de una corriente eléctrica, la 

técnica ha demostrado ser útil para detectar e identificar 

componentes individuales de sistemas multiproteicos, monitorear 

la eficacia de sistemas de purificación y también para reconocer 

prote!nas isot!picas en ciertos estados patológicos ~e fluidos 

proteicos humanos. 

PROCEOimIENTO (IEf) 

a) Se sacan las placas necesarias del refrigerador y se exponen 

5 minutos al ambiente para que se evapore el agua residual 

después se perfora el gel con el perforador adecuado. 

b) Colocar la placa en la cámara de electrofóresis y cerrar 

el circuito con las tiras de fieltro. 

c) Colocar las muestras en los orificios correspondientes (ya 

mezcladas con azul de bromofenol). 

d) Correr la electroforesis a 15mA por placa por una hora. 
e) Retirar las placas de la cámara de electroforesis y desalojar 

'. 
¡ 



el agar del canal central, el cual se llena con el antisuero 

deseado , 
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f) La placa se coloca en una camara húmeda a temperatura ambiente 

por 25 horas para que las bandas de precipitación se deaarrollen a 

su má><imo. 

g) Después la placa con solución salina fisiológica la cual se 

debe cambiar constantemente, una vez lavada la placa se coloca 

sobre ésta un papel filtro y se deja secar completamente. 

h) Ya que la placa esta seca se añaden. 5ml de una solución de 

rijo de Ponceau en ácido tricloroacético al 5%, dejandose teñir 

la pelicula de agar por tres minutos, después de lo cual se lava 

la pel!cula varias veces con ácido acético al 5% hasta que al 

colorante se elimine, se coloca un papel filtro sobre la película 

y se deja secar nuevamente, la pel!cula se recupera con cinta 

adhesiva transparente. 



CROlllATOGRAíIA EN GEL (Principio), 

>'. 
30, 

Una de las más utiles y poderesas herramienteas para la separación 

de proteínas en base a su peso molecular, es la cromatografia 

en gel, taNbién llamada cromatografia de exclución molecular, 

filtración en gel y cromatog afia de tamizado molecular. 

En la cromatografia en gel la me1cla de proteinas disuelta en 

el amortiguador apropiado se deja fluir por gravedad o por medio 

de bombas peristalticas atreves de una columna empacada con 

diminutas esferas de un material inherte altamente polimerizado 

e hidrofílico que ha sido previamente la;vado y equilibrado con 

el amortiguador, los materiales más comúnmente usados para este 

tipo de cromatografias son el Sephadex (polimero de dextran), 

Biogel (polimero de acrilamida), Shepharosa (polimero de agarosa) 

y Ultrogel (acrilamida y agarosa), Todas las anteriores pueden 

prepararce con diferentes grados de porosidad interna, en la columna 

las proteínas de bajo peso molecular penetran al interior de 

las esferas y asi viajan atraves de la columna con diferentes 

velocidades dependiendo por supuesto de su peso molecular, las 

proteínas de alto peso molecular no penetran en las esferas 

por lo tanto se dice que son excluídas y permanecen en el volÚNen 

de exclución de la columna definido como el volúmen de la fase 

acuosa fuera de las esferas. 

PROCEOilllI ENTO, 

El procedimiento que se siguio es el recomendado por el fabricante 
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a) TRATA~IENTO PREELI~INAR DEL GEL. 

Comercialmente el Ultrogel se presenta en for•a hidratada, 

por lo que se trata en firma un poco diferente a loa de•'s 

geles que bienen en forma deshidratada, primero se calcula el 

volúmen de la columna multiplicando el ares da au base por la 

altura que se le quiera dar a la columna, siend~ el area de la 

basa de 4.9cm2 y la altura de 70cm por lotanto el volúmen de gel 

requerido es de 343cm3 pero se toman 350 para compensar las 

perdidas por manejo. 

b) Agitar suavemente el frasco conteniendo al Ultrogel hasta 

que este pueda servirce en un matraz Erlenmeyer o preferente•ente 

Kitazato. 

c) Añadir 250ml de 5SA y resuspender el gel completamente , 

conectar el kitazato a una bomba de vacio y deaerear el gel 

por 30min. con agitación continua. 

d) ~ontar la columna verticalmente, conectar el enzamblador 

final lOcm arriba de la base de la columna cerrando la via ~e 

salida, añadir el gel a la columna con la ayuda de un agitador 

da vidrio para evitar la for•ación de burbujas, una vez que le 

columna este llena se habre la via de salida o se conecta la ·· 

bomba perist,ltica, ajustando el flujo a 15ml por hora. 

Este procedimiento se repite hasta que la columna alcanse la 

altura deseada. 

e) Ya que el gel esta empacado se conecta el adaptador de flujo 

en la parte superior de la columna y este a su vez secconecta 

con el reservorio de SSA, la cual debe ser deaereada. 
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f) La columna se tiene que equilibrar por lo menos con un litro 

de SSA al al flujo con el cual se correrá la cromatografia. 

g) Colocaci6n de la muestra. El volumen de la muestra que sera 

aplicada se determina en base al volumen total del gel, y como 

regla para obtener una buena resolución el volumen de la muestra 

tendra que ser de 0.5~ a 4.0% del volumen total del gel •• 

La muestra se coloca de la siguiente manera. 

1) Desconectar el adaptador de flujo. 

2) Retirar el amortiguador da la parta superior 

del gel sin remover este. 

3)Colocar la muestra con una pipeta Pasteur, sin 

remover el gel, y esperar a que la mustra entre 

completamente a éste. 

4) Añadir amortiguador sobre la parte superior del 

gal hasta una altura de Scm y colocar de nuevo 

el adaptador de flujo. 

h) Desarrollo de la cromatograf{a, La v!a de salida colu•na 

se co•ecta al colector de fraccionas, recogiéndose fraccionas 

de Sml las cuales se leen en cube~as de lcm da paso de luz y a 

28Dn• de longitud de onda en el espectrfot6metro graficando1a 

los resultados en densidad óptica contra volumen aluido de la 

columna (36,43). 
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PRINCIPIOS DEL METODO. 

La precipitación selectiva de proteínas específicas a partir 

fluídos biológicaos heterogéneos es una importante y valiosa 

técnica en muchos procedi•ientos de purificación bioquÍ•ica. 

En el presente los precipitantes más comunmente usados son, 

sales inorgánicas tales como los sulfatos de sodio y amonio, 

y solventes orgánicos como el etan~!. Las tienen carencia de 

selectividad y los segundos requieren estrictos controles de 

temperatura y pH (37). 

La precipitación de proteínas con polímeros solubles en agua 

tales como el polietilén glicol, polipropilén glicol, polivinil 

pirrolidona y dextranes ha sido reportada por varios autores. 

Polson (34) concluyó que el polietilén glicol (PEG) de peso 

molecular 6000 era el precipitante •ás útil para uso general 

ya que sus soluciones son fácil•ente Manejables y no causa 

desnaturalización de las proteínas, aunque la precipitación 

con PEG es dependiente del pH el control de la temperatura y 

fuerza iónica resultan innecesarios. 

Se ha descrito que la precipitación con PEG es estrictamente 

reversible (39) y que el polí•ero es fácilmente removiblr por 

filtración en gel o cromatografía de intercambio iónico. 

También se ha presentado alguna información cuantitativa sobre 

la precipitación con PEG de varias proteínas plasmáticas, los 

datos concuerdan con lo presentado por Laurents (40,41), el 

cual indica que las proteínas de peso molecular alto son las 

que precipitan pri•ero. 
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Lo mencionado anteriormente es lo que se toma como base en 

este trabajo, el proposito es eliminar las proteínas de alto peso 

molecular del suero y luego pasar el sobrenadante resultante 

por una columna de gel que sea capaz de separar las proteínas re 

relativamente grandes que permanecen en éste, as{ como el AgsHB. 

El gel usado en este estudio tiene un rango de exclusión de 

100,000 daltons, Chenboro (37) y Eiarss (28) describen que 

unas concentraciones de PEG de 5 y 5,5 respectivamente son 

capaces de precipitar las lipoproteínas en su totalidad, las 

cuales tienen un peso molecular de 3,2UU,ODD. daltons, asi como 

una buena parte de la Igm (1,000,000.) y la alfa 2 macroglobulina 

(820,000.). Como se puede aprciar estas dos últimas proteínas 

tienen un peso molecular que está dentro del rango efectivo de 

separación del gel. Por lo tanto la hipotesis planteada fué 

Precipitar las proteinas de alto peso molecular con PEG a una 

concentración de 5.5~ y pasar el sobrenadante por la columna 

de gel para asi obtener AgsHB con un grado de pureza aceptable, 

utilizando un mínimo de equipo y tiempo para su desarrollo. 

En cada paso de la purificación se hacen prurbas de control 

las cuales sont Contrainmunoelectroforesis CIEí, Inmunoelectro

roresis IEr, y Electroforesis en gel de acrilamida EGA. 
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OISE~O EXPERimENTAL. 

Los sueros AgsHB positivos se titulan por medio de CJEf usándose 

solamente aquellos con un título mayor de 1/16. A los sueros 

escogidos se les determina proteína por medio de la técnica semi

micro de Lo111ry. 

Se toman lOml de suero y se dializan exhaustivamente contra SSA, 

si hay precipitado se retira por centrifugat:ión. 

Se añade una solución de PEG al 40% al suero hasta alcanzar una 

concentración final del 5.5%, la solución se mantiene a 4•c por 

dos horas (27,28). 

El precipitado for~ado se sediment? por centrifugación a 4,550xg 

y se descarta después del analisis de las proteínas precipitadas 

por medio de IEf y EGA, ademas de la determinación cuantitativa 

de proteínas. 

El sobrenadante se dializa contraSSA para eliminar la mayor 

cantidad posible de PEG y así facilitar la separación de las 

proteínas en la cromatografía (37), tambien se analisa este 

sobrenadante por medio de CIEí, lEft EGA y determinación de 

proteínas. 

La muestra se coloca en la columna de cromatografía empacada 

con Ultrogel AcA 22 y se corre a un flujo de lSml/hora, colecta~ 

dose fracciones de S.Jml , las fracciones positivas a AgsHB 

se unen y se concentran con ~EG 20,000. 

La preparación concentrada se analiza por medio de CIEf,IEf 

y EG~. 
'• 



RESULTADOS. 

Se trabajd con dos diferentes sueros AgsHB positivos, una vez 

que se comfirmó la presencia del antígeno los sueros fueron 

tratados como sigue1 
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Se tomaron lOml de cada suero y se dializaron contra dos cambios 

de un litro de SSA para equilibrar el pH a 7,2 , después de la 

dialisis se determino la concentración de proteínas a cada 

suero dando como resultado lo siguiente; 

Suero l (Sl) 65.16mg/ml Suero 2 (S2) 69.lmg/ml. 

El título de cada suero se determinó por CIEf siendo para 51 

de 1/16 y para S2 1/32. 

Precipitación con PEG, a cada lOml de suero se a~adieron l.65ml 

de una solución de PEG al 40%, lo suficient~ para alcanzar una 

concentración de PEG de 5.5% en la muestra ( toda la operación 

se llevo acabo en tubos cónicos de centrifuga de 15ml de capacidad) 

después de la adición de 9EC los tubos se taparon con parafilm 

y se agitaron suave•ente para homogenizar la formación de preci

pitado, después de lo cual se mantuvieron en refrigeración por 

dos horas. 

Después da lo anterior el precipitado formado se sedimentó 

centrifugando los tubos a 4,550~g por 15 minutos a temperatura 

ambiente. Se se separo el precipitado y el sobrenadante, reeus

pendiendo el primero en 5ml de SSA, tanto los precipitados como 

los sobrenadantes obtenidos se colocaron en bolsas de dialisis 



37. 

y se dializaron contra dos cambios de un litro de SSA, despu's 

de lo cual se les determinó proteínas y tttulo por CIEr, los 

resultados se esquematizan en el cuadro siguiente. 

lllUE:STAA 51 52 

Proteína 
sobrenadan te 42.9119/ml 48,16119/1111 

" de proteína 75.l" 77. 70% 

Protdna 
pr.ecipitado · 29.06mg/ml 30. 22illg/ml 

% de prate!na 23.3% 21.8611g/111l 

Titulo 
sobrenadante 1/16 1/32 

T!tulo 
precipitado 1/2 1/4 

El aspecto del suero cambia considerablemente al 11omente de 

la precipitación tornándose amarillento, después de la centrifu

gación al sobranadante queda de un color amartillo claro y se 

pierde por co•plato la opalesencia que presenta el suero completo 

el precipitado queda de un aspe~to lechoso fácilmente resus

pendible en SSA y con un aumento considerable de su viscosidad 

la cual se pierde después de la dialisis, aunque el aspecto lecho-

so se mantiene. 



ANALISIS INMUNOELECTROíORETICO DE PRECIPITADOS V SOBRENADANTES. 

Los resultados proporcionados por la IEí con cada una de las 

muestras trabajadas concuerda con la hipotesis de Laurents(40,41) 

pues resulta claro que las prate{nas de alto peso molecular 

del suero precipitan primero cuando este es tratado con PEG 

al 5.5%. Los patrones inmunoelectroforeticos obtenidos para cada 

precipitado muestran principal•ente bandas que correspondan a 

las proteínas de alto peso molecular como lo son las beta lipo

protaínas, IgM y alfa 2 •acroglobulina adem&s de lgG y otras 

proteínas de bajo paso •alecular, Los resultados fueron iguales 

para los dos sueros usados. 

Por ot~o lado el porcentaje de AgsHB que precipita es sumamente 

bajo y no afecta en gran manera al rendimiento final ya que como 

se ver& más adelante la pérdida por desnaturalización es mayor. 

Ver dibujo 1 

+ 

-
+ 
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El patron inmunoelectroforetico de los sobrenadantes carece 

por completo de la banda correspondiente a las beta lipoproteínas 

ade~'s de que la banda de Igm decrece notablemente en intancidad 

sin embargo se obseva que la banda correspondiente a la alfa 2 

macroglobulina casi no cambia con relación al suero completo, sin 

embargo esto no interfiere en el segundo paso de purificación 

pues su peso molecular cae dentro del rango de f raccionamianto 

del gel usado lo mismo que la pequa~a proporción de lg~ que 

permanece an el sobranadanta. 

El factor de purificación que se obtiene an este primer paso 

concuerda en cierta manera con lo descrito por VneK (31), el cual 

es de 1.23 y adem4s el título del sobrenadante se mantiene igual 

al del suero lo que indica que no hay p'rdida o de3naturalización 

importantes de AgsHB en este primer paso del procedimiento. 

ELECTROtORESIS EN GEL DE ACRILAMIDA. 

La electroforesis en gel da acr lamida presenta los mis•os 

resultados que la inmunoelectroforesis, demostrandose la elimi

nación de las beta lipoprote~nas en el sobrenadante, adem4s por 

esta t~cnica se pudo demostrar que la proporción de alfa 2 macro

gl obulina es mucho ma,o~ en el precipitado que en el sobrenadante. 
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CRO~ATOGRAíIA EN GEL. 

Se siguio el procedimiento descrito anteriormente, el volumen 

de la muestra colocada en ca~a corrida fué de 11.4 y 11.Sml para 

51 y52 respectivamente (sobrenadantes), las condiciones fuarons 

flujo lSml/hora, fracción Sml a tem~eratura ambiente. 

El dibujo siguiente muestra las graficas obtenidas para cada una 

de las muestras, la parte sombreada representa el AgsHB. 
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Como se puede apreciar en las graf icas hay una buena resolución 

de los componentes del sobrenadante. La posición del AgsHB as la 

esperada y no se encontro AgsHB en ninguna da las damas fracciones 

lo qua indica que su estructura se mantuvo, al resultado concuerda 

con la hipótesis hacha pues al AgsHB supera el rango de fracciona
miento del gel pues su peso molecular es de J~eoo,ooo. 



Las fracciones positivas a AgsHB se juntaron haciendo un 

volumen aproximado de 35ml el cual se concentro con PEG 

20,000. hasta l.9ml y 1.6 para Sl y 52 respectivamente, 

Por medio de lEf no fué posible detectar proteínas séricas 

humanas en las preparaciones concentradas los resultados se 

esquematizan en el dibujo siguiente. 
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Por medio de la electroforesis en gel de acrilamida se detecta-

ron solamente trazas de albumina, esto fue posible solo después 

de concentrar la muestra más de 50 veces, estos datos concuerdan 

por los reportados por r. Barin (33), los resultados fueron 

iguales para los dos sueros. 

En la tabla 5 se presentan los resultados generales obtenidos 

en este trabajo. 



Sl 

S2 

RESULTADOS TABLA 5. 

MUESTRA CIEF PROTEINA IS mg/ml VOL. ACTIVIDAD 
ESPECIFICA 

FACTOR DE RENDIMIENTO 
PURIFICACION 

Sl 1/16 106 54.3 12 0.184 - -
Sobrenadan te 
precipitacic'.Sn 1/16 75. 1 42.9 11.4 o.372 2.02 
PEG 0.5% 

-e-- '- - '·'' 
Prccipitador 
Precipitacic'.Sn 1/2 22.3 29.06 5 0.08 0.364 
PEG 

Pool Columna 1/32 0.29 0,99 1.9 32.34 351. 32 

52 . 1/32 100 59.33 11. 65 0.539 - -
Sobrenadan te 
precipitaci6n 1/32 77. 70 48.16 11.15 0,664 1.23 
PEG 5. 5% 

Precipitado 
Precipitación 1/4 21. 56 30.22 5.0 0,132 0.244 
PEG 
-· ----- -
Pool Columna 1/128 0.31 1.34 1.6 98.87 179. 72 

Actividad Específica = 1/2 vol. muestra/ total mg de proteína. 

Factor de purificaci6n = Actividad Especifica muestra/ac específica suero, 

Rendimiento = Cl/x vol. muestra /l/X vol. suero) x 100 

l/x= T!tulo CIEF. 
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CONCLUCION(S, 

No obstante los avances en el conocimiento de la hepatitis B, 

de ninguna manera se puede decir que se halla llegado a un 

nivel de conocimientos mediante los cuales se pueda ejercer 

un control efectivo sobre la enfermedad, sin embargo, se ha 

logrado disminuir significativamente su incidencia, principal

mente en lo que respecta a hepatitis B postransfucional. 

Ultimamente se ha desarrollado una vacuna (33) contra la hepa

titis B lo que representa un significante logro en lo que toca 

a su prevención, pero estas no se encuentran disponibles en las 

cantidades necesarias para su utilización en masa, principal

mente debido a problemas metodológicos, El problema metodoló

gico se refiere a la necesidad de un método de purificación 

que no sea tan sofisticado en su desarrollo y que no requiera 

equipo costoso y especializado, como es el caso de algunos métodos 

mencionados en el capitulo14. · Por otro lado no ha sido posible 

obtener preparaciones completamente puras de AgsHB, o sea sin 

proteínas plasmaticas contaminantes, lo que resulta indispensable 

para producir vacunas y y realizar estudios besicos sobre el virus. 

Las técnicas de purificación que han dado mejores resultados han 

sido las de precipitación y cromatografía en gel. La metodología 

que se usó en este trabajo permite una rápida y satisfactoria recu

peración de AgsHB a partir de donadores aparentemente sanos. 

La principal caracteristica del método es la de eliminar en el 

primer paso los constituyentes séricos que usualmente se encuen

tran en las preparaciones purificadas de de AgsHB, en particular 
las betalipoproteínas, IgM y alfa 2 macroglobulina, estas dos 



Últimas son eliminadas completamente en la segunda fase del 

método descrito, y que corresponde a la cromatografia en gel. 

44. 

La recuperación de AgsHB fue hasta de un 54% que en comparacióm 

con los métodos da centrifugación y cromatografía de afinidad 

resulta ventajosa. Además de que el equipo y material requeridos 

no fueron un factor limitante y por lo mismo el método es sus

ceptible de aplicación a gran escala. 

La pureza del material obtenido es comparable con la reportada 

para métodos semejantes (afinidad y centrifugación) (33) pues 

se detectan contaminantes en mínima proporción (albumina) y solo 

después de que la preparació~ final se concentro más de SO veces 

El principal objetivo de este trabajo fue el desarrollo da un 

método practica para la purificación de AgsHB, ya sea para su 

usa en el desarrollo de técnicas de detección, las cuales vayan 

más da acuerdo con las posibilidades técnicas y económicas de 

cualquier laboratorio clínico, con el mínimo de equipo, como lo 

como lo son en general en nuestro medio. 

Por otro lado el método descrito para la purificación del AgsHB 

tiene la posibilidad da ser utilizado para la producción da una 

vacuna contra la hepatitis viral tipo B, para lo cual se tienen 

que realizar estudios más completos sobre la composición de las 

preparaciones obtenidas en lo que respecta a su contenido de 

partículas de Dane o sea al virus completo, lo que daria la pauta 

para su utilización del método con ese fin. 



En cuanto a la importacia de la hepatitis B en México baste 

citar que la cirrosis hepática es la cuartá causa de interna

mie~to hospitalario, de este grupo el 12~ es coneecutiva a 

hepatitis viral ( tanto A,8 y no A-no B) de estas el 5~ es 

postransfucional por hepatitis B (46) lo que nos da una idea 

de la neeeeidad de desarrollar técnicas sensibles, económicas 

y sencillas para la detección de AgsHB, mediante las cuales 

se podria aquilatar mejor el problema de la hepatitis viral em 

l'lláxico. 
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