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1 
R E S U M E N 

Se propone una técnica de purificación para 8
2

-m; 
1 

la cual consist~en colectar orinas de pacientes post-tran! 

plante renal de 1-9 días. Las proteínas urinarias son adso! 

bidas por cromatografía en DEAE-Celulosa y eluidas por gra-

diente discontinuo con solución reguladora de fosfatos O.OS 

0.1, 0.17, 0.2 M, pH 6.8. Se dializa la fracción 0.1 M para 

luego liofilizarla. Se resuspende el liofilizado y se pasa 

en una columna de sephadex G-7S. La fracción de exclusión 

se dializa y filtra en amicón M SO 1 se liofiliza. La pro -

teína obtenida se ajusta a una concentración de 150 µg/ml , 

y se caracteriza por doble difusión en microtécnica con an-

tisuero comercial anti 8 2 -~ ; su peso molecular se determi

na mediante electroforésis en acrilamida-SDS en donde ade -

más se ve el grado de pureza de la proteína; la inmunoelec-

troforésis con anti proteínas totales descarta la presencia 

de proteínas séricas humanas. La proteína se conjuga con --

carbodiimida a albúmina sérica bovina y se inocula a cene -

jos obteniendose anticuerpos específicos. 
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I N T R o o u e e I o N 

La Beta-2-Microglobulina ( e
2

-m) fué aislada por 

primera vez por Bergg&rd y Pearn en 1969 a partir de la ori 

na de pacientes con alteraciones renales tubulares. su fun

ción es aún desconocida, sin embargo parece tener relación_ 

con el aparato inmune por las siguientes razones: 

a) La secuencia de aminoácidos tiene una gran homolo 

gía con el dominio 3 de la IgG. 

b) Se encuentra formando parte de receptores como el -

HLA loci A, B y C; así corno otros que tienen que ver con la 

reactividad de linfocitos. 

a) Recientemente se ha demostrado la correlación entre 

incrementos plasmáticos o urinarios de esta proteína con a! 

gunos estados de enfermedad, como en el rechazo inmunol5gi• 

co de transplante renal, en estados de inmunodeficiencia -

corno en el cáncer y el síndrome de inmunodeficiencia adqui

rida (SIDA). 
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GENERALIDADES 

La s
2

-rn es una proteína pequeña constituida por 

100 arninolcidos ~ue pertenece por su movilidad electrofor~

tica al grupo de las y-globulinas, en la posición 25 y 81 

se une por un puente disulfuro por lo que es una proteína -

globular; se ha visto que carece de polimorfismo así como -

de carbohidratos y que a un pH inferior de 5.5 se desnatura 

liza. (2,12,39) 

En la tabla l se muestran algunas de sus propie -

dades. 

TABLA 1 

Propiedades de la e2-m.(4) 

Peso molecular 11,815 

Punto isoel~ctrico a 5°C S.4-5.7 

Coeficiente de sedimentación, Sº 2ow 1.6 S 

Velocidad de fricción f/fo 1.16 
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Se han estudiado B~-m de diferentes especies y se 

encontró que tienen propiedades muy similares. Las especies 

que cstan totalmente caracterizadas son: humana, conejo, c~ 

bayo y rata¡ parcialm~nte las de pollo, bovino, perro y al

gunos primates.(26) 

En las especies estudiadas no se ha visto polimo! 

fismo aunque en cobayo se encontraron dos tipos. Tanto sus_ 

pesos moleculares, movilidad electroforética y secuencia de 

aminoácidos son parecidos, pero a pesar de esto no se ha 

visto que los anticuerpos obtenidos en contra de unas reac

cionen cruzadamenie contra otras.(26) 

El catabolismo de la a
2

-m es en riñón, en las cé

lulas epiteliales del túbulo proximal.(S,6,11).En circuns -

tancias normales la e
2

-m de suero es filtrada por el qlomé

rulo renal y catabolizada en los túbulos proximales y en p~ 

queñas cantidades reabsorbida. En pacientes con daño renal_ 

la actividad catabólica de las células tubulares está perd! 

da lo que provoca un incremento de la concentración de 6
2

-m 

tanto en suero como en orina.(21,4?) 



s 

a2-M Y SU HOMOLOGIA CON LAS INMUNOGLOBULINAS 

Smith y Poulik fueron los primeros en estudiar la 

estructura primaria de la s2-m humana y aunque incompleta -

su investigación encontraron que 24 aminoácidos son homólo

gos con la secuencia de la cadena pesada de la IgG princi -

palmente el dominio J. Posteriormente Peteraon y colaborad~ 

res establecen la secuencia completa de la prote!na y en -

cuentran que la homología entre s
2

-m y la IgG (dominio 3) -

es de 28 aminoácidos.Sin embargo, se ha observado que a pe

sar de su parecido no hay reacción cruzada de anti s2-m con 

las diferentes inmunoqlobulinas ni con las cadenas ligeras_ 

K, A y la cadena J ni con anti inmunoglobulinas y 6
2

-m, la_ 

síntesis y expresión de los anticuerpos y la 62-m son inde

pendientes. {4, 25,26, 30,33) 

Igualmente se encontró homología en 62-m de ratón 

y conejo y sus respectivas IgG y de igual modo se ha visto_ 

que no hay reacción cruzada entre estas.{3) 

Debido a su extraordinaria similitud entre la PO! 

ción CH 3 de la IgG y la S2-m se ha propuesto un origen evo

lutivo, a partir de un gen ancestral comGn y que el gen 
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para a2-m surgió antes de la duplicación del gen para IgG 

o que posteriormente ocurre una deleción importante en el -

gen correspondiente a la a 2-m que ahora, la presenta como 

una unidad pequeña. Otra teoría es que la unidad como la 

62-m se haya duplicado genicamente dentro del DNA formando_ 

un cistrón que incluye la información de 3 monómeros conse-

cutivos. (3,26) 

Debido a este parentesco entre genes de inmunoql~ 

bulinas y la S2-m, así como su presencia en receptores que_ 

participan en interacciones celulares dentro de la respues

ta inmunológica se ha propuesto que la 6
2

-m juega un papel_ 

modulador. 
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DISTRIBUCION DE D2-M EN LIQUIDOS CORPORALES Y CELULAS 

La a
2

-m se ha encontrado en orina, suero, líquido 

cefalorraquideo, saliva, líquido sinovial, líquido seminal_ 

y calostro. En la tabla 2 se muestran concentraciones de -

a2-m en algunos líquidos corporales humanos. 

TABLA 2 

Concentración de e2-m en lfquidos 

corpora 1 es humanos. ( 2. 26 J 

Calostro 19,700 n9/ml 

L. amniótico llSO ng/ml 

LCR 1.7 m9/lt 

L. seminal 500 ng/ml 

Orina 370 119 al día 

Saliva llOO n9/ml 

Suero 2-4 119/ml 

LCRm Líquido cefalorraquideo 
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La síntesis de a2-rn es exclusiva de células nu -

cleadas y se ha visto que se encuentra en la superficie de 

los linfocitos, macrófagos, células endoteliales y algunas_ 

epiteliales, trombocitos, mononucleares y polimorfonuclea -

res. Se encontró en el epitelio celular citoplasmático del 

túbulo renal y ocasionalmente en la membrana basal tubular. 

También se ha observado en células tumorales de origen me -

senquimatoso y hematopoyético.(5,14,15) se ha sugerido que_ 

la a2-m está asociada a ant!qenos tumorales específicos 

(TSA) y que los TSA son una modificación de los antígenos -

HLA.(13,31) 

Bernier y Fanqer reportaron que en cultivo de li~ 

focitos normales hay síntesis de a2-m, la que no solo se ª! 

presa en la superficie celular, sino también se secreta al 

medio, pudiendo ser incrementada por estimulación con fito

hemaglutinina (PHA). (4,26) 

En el ratón S2-m es reportada asociada con los a~ 

tígenos de histocompati~ilidad H-2, también estructuralmen

te y genéticamente con otros marcadores como el TL, antíge

no S, Qa-2 , H-Y y con un factor interacciona! célula-cllu-

la. ( 8) 
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ASOCIACION DE 5-2-M Y HLA. 

Las células en su superficie expresan un gran nú -

mero de diferentes moléculas que cuando se realiza un tran~ 

plante de tejido son extrañas para organismos diferentes, -

(aún de la misma especie) provocando el rechazo. El pequeño 

grupo de glucoproteínas capaz de desencadenar este fenómeno 

se denomina antígeno mayor de histocompatibilidad (HLA) foE 

mado por dos cadenas: una ligera y constante y la otra pes~ 

da y variable. (figuPa 1) (44) 

Poulik y Motwani demostraron que l~ ~ 2 -m est& pre

sente en la membrana de linfocitos y que est& íntimamente ~ 

saciada a los antígenos HLA de los loci A, B y C es decir , 

se trata de la región constante de estas proteínas y a pe -

sar de su interacción estructural son producidas por dos --

cromosomas diferentes. El gen de s
2

-m est& en el cromosoma 

15 y el gen del HLA esta en el cromosoma 6.(18) 

se muestra un modelo de la asociación de la s
2

--m 

y los antígenos HLA del loci A, B y e así como con otros re 

ceptores; por ejemplo para la fitohemaglutinina (PHA) y re-

ceptores de unidad de reconocimiento para cultivo mixto de 
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linfocitos (MCL). Vemos la forma monómera de los antígenos_ 

HLA y la forma dímera de los mismos con a
2

-m. Se observa -

que la s
2

-m es una proteína extrínseca, ya que es netamente 

hidrofílica por lo que no puede interaccionar con los fosfo 

lípidos de la membrana plasmática. La a2-m se une a la cad! 

na pesada del HLA por fuerzas no covalentes en el dominio -

dos; una porción de la cadena pesada penetra la membrana te 

niendo esta un peso molecular de 10,000 daltons y contenie~ 

do un puente disulfuro. La papaína nos puede fragmentar a -

la prote!na en dos fracciones de 34,000 y 11,000 daltons -

mientras que tratamientos con detergentes no iónicos se ob-

tienen dos fracciónes de 43,000 y 11,000 daltons. ( figu -

~a 2) (12,20) 

La cadena pesada del HLA es extremadamente sensi

ble a proceólisis cuando s2-m es removida. Como la a
2
-m es 

un tercio del ta~afio de los antígenos HLA expuestos nos 

hace pensar que ésta probablemente influye en la conforma -

ción de la cadena pesada estabilizándola. (44) 
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OTROS ESTUDIOS 

Incubando linfocitos en cultivo se ha visto que -

hay síntesis y secreción en el medio de 6
2

-m. Esta síntesis 

puede ser increm~ntada cuando los linfocitos son estimula -

dos con fitohemaglutinina (PHA) o concanavalina A (Con A) -

pero no son estimulados con el mitógeno de fitolaca (PWM) -

lo que sugiere que es secretada por linfocitos timo depen -

dientes. Tratamiento de linfocitos normales en cultivo con_ 

anti s2-m y complemento mata el 20\ de las células e impide 

la producción de 6
2
-m.(4,20) 

Si se marcan células con f luoresceína anti ~ -m -
2 

se observa brillo en todas ellas a la luz ultravioleta, 

siendo mSs intenso en un 15 a 20\ de las mismas. Utilizando 

anticuerpos anti cadenas ligeras marcadas con rodamina y an 

ti ~-m marcada con fluoresceína ambos antisueros marcan la 

misma proporción de células pero distinguiendo subpoblacio-

nes diferentes, lo que sugiere que las células poseedoras -

de grandes cantidades de ~-m pertenecen a la población ti

modependientes. (16) 
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Un tercio de linfocitos normales expresan recept~ 

res para IgG y si son tratados con e
2

-m exó9ena se ve que 

el número de linfocitos normales que expresan receptores Fe 

aumentan al doble. Si se ponen anticuerpos anti e
2

-m a los 

linfocitos tratados con s2-m el incremento de la expresión 

de receptores es suprimida.(4) 

También se ha visto que promueve la formación de 

rosetas entre macrófagos y glóbulos rojos de borrego, fija_ 

complemento y además tiene propiedade1 citofflicaa, activi

dad quimiotáctica, no se une a receptore1 Fe y 1e ha obser· 

vado que s2-m puede impedir la polimerizaci6n de la fibrina 

cuando está presente en una qran cantidad. La prote!na fui_ 

capaz de prolongar el tiempo de trombina pero no dafió la a~ 

tividad de trombina esterasa. Incubación con anti S2-m inh! 

bió marcadamente esta actividad anticoagulante. Por otro l~ 

do se ha demostrado que anticuerpos anti S2-m ion capaces -

de agregar plaquetas.(3.4.22) 



~2 -M EN MEDICINA CLINICA 

La p
2

-m se puede encontrar elevada en orina y BU! 

ro. Este incremento puede estar qobernado por dos procesos: 

1) La velocidad de desaparición-degradación de la pro

teína. 

2) La velocidad de síntesis liberada de laa cllulaa. 

Una reducción en la velocidad de filtración es a-

sociada con un aumento en suero de 82-m por lo tanto puede_ 

ser'usado en la evaluación clínica de la función renal posi 

transplante, incluyendo la predicción de rechazo a9udo y -

crónico o la viabilidad del injerto.(l,8,35.3?,38) 

Por le tanto mediciones de P
2

-m son de valor dia¡ 

nóstico en dafio renal y ademis se puede diferenciar entre -

infección del tracto preqlomerular y poatqlomerular.(2?,35, 

45) 

Cuando la concentraci~n aérica es elevada y la -

función renal es normal, aparentemente es debido a un incr! 

mento en la s!nteais. 
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A las enfermedades que caen en este tipo se les -

puede dividir en dos categorías: 

a) Enfermedades inflamatorias cr6nicas. 

En pacientes con lupus eritematoso siatlmico, ar

tritis reumatoide, slndrome de Sj8gren 1 s, sarcoidioais, al

gunas enfermedades hep4ticas como cirrosis r hepatitis vi -

ral aguda; as! tambi6n en el 80-100\ de loa paciente• con -

síndrome inmune deficiente adquirido.(1? 1 2? 1 28 1 34 1 46) 

b) Enfermedades Neopl&sicas. 

Valores s6ricos incrementados de 82-m han •ido e! 

contrados en pacientes con leucemia linfoc!tica cr6nica, 

mieloma múltiple, carcinoma, linfoma y linfoadenopatlaa por 

lo que es un candidato como marcador tumoral.(10 1 14 1 32 1 40) 

Anti 62-m es capaz de suprimir la reactividad de_ 

los anttgenos HLA locus A, B y e, mientras la expresividad_ 

de otros ant!genos como DR es incrementada.(9,84,2~) 



l? 

Como ya se vió la e2-m es de gran importancia por 

lo que el estudio de dicha proteína va en aumento ya que en 

un gran número de enfermedades se observan incrementos con

siderables de gran utilidad tanto para el diagnóstico de es 

tas enfermedades así como para valoración pronóstica. Por -

lo anterior, el objetivo de este trabajo, ea la purifiación 

de a
2

-m con un método sencillo y económico. La purificación 

de esta proteína también es importante porque abre camino -

para nuesvos estudios. 
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M A T E R I A L Y M E T O D O S 

1' \• 

!.- Material. 

1) MATERIAL. BIOLOGICO. 

30 litros de orina de pacientes post-transplante r~ 

nal de l a 9 d!as. (Unidad de transplante del C.H. 

" 20 de noviembre" ISSSTE). 

~nticuerpos anti 6
2

-m (Tilburg Berchem Antwerpen 

London). 

Suero normal humano concentración 79/100 ml. 

Suero de conejo anti prote!nas totales humanas. 

2) EQUIPO. 

Agitador magnftico 

Cámara de electroforésis 

Cámara humeda 

Cámara de inmunoelectroforésis 

Centr!fuga J-21 C Beckman 

Colector de fracci6nes LKB Ultrarrao 2000 

···\ .. 



Conductímetro Travenol 

Cortador de ge~ LKB 

Espectrofotómetro Spectronic 20, Bausch 5 Lomb 

Filtro Amicón Oiaflo 

Fuente de poder Gelman 

Jeringa de 20 ml y aguja no. lB 

Jeringa Hamilton (Hamilton Co.) 

Liofilizadora Labconco 

Medidor de pH 

Molde para doble difusión en microtacnica 

Membrana ultrafiltración 10 x M 50 43 mm 

Parrilla 

Perforador para inmunoelectroforési& LKB 

Pipeta automática de 100 pl 

Rotor Beckman JA-14 

3) REACTIVOS. 

Azida de sodio (Sigma) 

19 

Solución amortiguadora de fosfato monobáaico de p~ 

tasio (KP) 1 M, 0.2 M, o.is M, 0.1 M, o.os M, 0.02M 

pH 6.8 

Solución de azul de coomassie G-250 para cuantifi -
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car proteínas (Sigma Ch. Co.): 50 ml de etanol, ac. 

fosfórico 100 ml, azul de coomassie O.l g, aforar a 

1 lt con agua destilada; filtrar 2 veces la solu --

ción. 

OEAE-Celulosa: Oietil aminoetil celulosa (Sigma Ch. 

Col. 

Sephadex G-75 (Pharmacia) 

Soluci6n reguladora de fosfatos (PBS) 0.1 M, pH 7.2 

Agarosa 0.8\ en PBS 0.1 M, pH 7.2 

Agar noble al l\ en agua destilada 

Acrilamida 30\ - Bisacrilamida 0.8\ 

Acrilamida (Sigma Ch. Co.) 

N,N,-metilenbisacrilamida (Sigma Ch. Co) 

Soluci6n amortiguadora para el gel concentrador: 

Tris -HCl 0.2 M, pH 7.0 

Tris: Hidroximetil aminometano (merck) 

Solución reguladora para gel reaolvedor: Tris - HCl 

1. 7 S M, pH 8. 4 

Persulfato de amonio al 10\ (Sigma Ch. Co.) 

SDS al 10\: Dodecil sulfato de sodio (Sigma Ch. Co) 

TEMED: N,N,N'N' tetrametilendiamino (Sigma Ch. Co). 

Solución reguladora para corrimiento: 6 g Tris, 289 
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glicina, sos 0.1%, aforar a 1 lt con agua des

tilada y ajustar pH 8,3 

Solución fijadora: Metanol SO\, ác. acético 10\, a

gua destilada 40\, 

Solución teñidora: Metanol SO\, ác. acético 10\, e~ 

lorante 0.1%, agua destilada 40\ (Colorante a

zul de coomassie brillante R, Si9ma). 

Solución desteñidora: Metanol 10\, Se. acético 10\, 

agua destilada 80\, 

Azul de bromofenol 2\ (Sigma de México). 

Agar noble al l\ en solución amortiguadora de bar -

bituratos (Lab. Oifco). 

Solución amortiguadora de barbituratos pH 8.6 - 9.0 

fuerza iÓnica 0.075 (Lab. Helena). 

Solución salina fisiológica (SSF)¡ Cloruro de sodio 

0.9\. 

Acido acético al 5% 

Rojo de Ponceau: Rojo de Ponceau s (Sigma de Méx.) 

O.S g de colorante, 7.5 q de ác. sulfosalic!l! 

co, 7.5 g de ác. tricloroacético, disolver en 

250 ml de agua destilada. 

Acetato de sodio-acético 0.2 M, pH 5 



Glicina-HCl 0.2 M, pH 2.8 y 2.2 

Glutaraldehído 2.5, 

K2HP0
4 

O.l M, pH 7.4 

Solución reguladora de fosfatos (PBS) que contenga 

NaCl 0.15 M, KHP0
4 

O.Ol M, pH 7.4 

82 
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II.- M~todos. 

PURIFICACION. 

1) TRATAMIENTO DE LA MUESTRA. 

La orina es colocada en garrafonea que contengan_ 

azida da sodio en una concentración del l\ y 40 ml de solu

ción reguladora XP 1 M, pff 6.8 para 4 litros da mueatra. Sa 

centrifuga a 5,000 rpm 15 min; determinar proteínas por el_ 

método de azul de coomaaaia y es refrigerada a 4•c. 

2) METODO DE AZUL DE COOMASSIE PARA CUANTIFICAR PROTEINAS. 

FUNDAMENTO. 

EZ mltodo pava cuantificav pvotelnas invoZucva Za 

uni6n deZ azuZ de coomassie bPiZZante G-250 a Za pPotelna. 

La unión deZ coZovante a Za pvote!na causa un cambio en Za 

absovción m~~im~ deZ coZovante de 485 a 595 nm. La pPueba _ 

es vepPoducibZe y r~pida. La reacci6n totaZ se ZZeva a aabo 

en 2 minutos con una estabilidad de l hr. La sensibiZidad 

deZ mltodo es de 10 a 100 ~g de pvotelna. (?) 

METODO. 

l.- Adicionar 5 ml de la solución de coomaaaie a 0.1 ml de 

la muestra. 
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4.- Agitar y reposar 15 min. a temperatura ambiente. 

3.- Leer a 595 nm usando como blanco solución de coomassie. 

4.- Determinar la concentración de la muestra comparando la 
V 

'• 
densidad óptica obtenida con una curva estandar de albQ 

mina humana en concentraciónes de 25, 50, 75 y 100 µ9/0.lml 

3) CROMATOGRAFIA EN DEAE-CELULOSA. 

FUNDAMENTO. 

La cPomatograf!a de intercambio i4nico invoiucra 

Za uni6n electrostdtiaa de una prote!na con una matriz ins~ 

ZubZe que contiene grupos qu!micos con carga opuesta a Za 

de Za prote{na. EZ grado en el que Za prote!na Be une depe~ 

de de su densidad de carga. La DEAE-CeZuZosa es una resina 

con carga positiva (intercambio ani6nico). 

Las prote!nas pueden Bel' eZuidas por: 

a) IncPementos de Za fueraa i6niaa: al incrementar Za 

aoncentPaai6n de iones estos compiten con Zas pztotelnas por 

los grupos cargados. 

b) Alterando el pH: como el pH se acerca a el punto i

soeZ§atrico, Za carga neta llega a Bel' cero y aBl ia protef 

na BE desprende. (23,29) 
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METODO. 

1. - Diluir las orinas hasta una conductividad de 5-7 mmhos/an2 

2.- Pasar las orinas a través de la columna de DEAE montada 

J.- Determinar el volumen de orina a usar en la cromatogra-

fía de acuerdo a la concentración de proteína que con -

tenga, as! como a la capacidad de la columna para adsor 

ber (100 mg de proteína por gramo de DEAE-Celuloaa). 

4.- Lavar la columna con la solución reguladora KP 0.02 M. 

5.- Eluir las proteínas con las siguientes soluciÓnes regu

ladoras; KP o.os, 0.1, 0.15 y 0.2 M, pH 6.B 

6.- Determinar el volumen de las soluci5nes reguladoras mi

diendo la cantidad de proteína y cuando la densidad óp

tica sea menor a O.OS, cambiar la solución reguladora. 

7.- Cuantificar prote!n•s de las diferentes fracciones. 

3.- Conservar la fracción correspondiente a KP 0.1 M. 

9.- Dializar la fracción anterior contra agua de la llave -

por 24 hrs. Posteriormente liofilizar y resuspender en 

la menor cantidad de agua destilada. 



4) CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX G-75. 

FUNDAMENTO. 
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Usando geles porosos dextran (aephadex), agarosa, 

poZiaariZamida o meMalas de agarosa y acriZamida Zas p:rotef 

nas pued~n ser separadas en base a su dimensi6n moZeauZar 

Estos funaionan como tamices moZecuZares de diferentes ti -

pos de miaeZas, que aZ humedeaerae se convie:rten en part!a~ 

Zas esferoidales con trama de diferentes grados Zo cuaZ ha

ae que los soZutos se seZecci~nen segdn su tamaño moZecu -

Zar. Cuando una aoluai6n aauosa atraviesa un geZ filtrante, 

Zas moZéaulas pequeñas de di~metro inferior aZ de Za trama_ 

de Zas part!cuZas que originan el gel, penetran en Zas mis

mas y deben correr aZ ser eluidas un trayeato mayor que Zas 

que no penetran po:r Zo que part!cuZas de gran tamaño saz 

drán antes que Zas de tamaño pequeño. (29) 

ME'l'ODO. 

l.- Equilibrar la columna con PBS (200 ml como mínimo). 

2.- Colocar la muestra obtenida de la columna de DEAE. 

3,- Eluir con PBS y colectar volúmenes de 3 ml. 

4.- Leer proteínas a 280 nm. 

5.- Colectar la fracci6n 2. 



6.- Dializar contra agua y por último contra PBS. 

?.- Filtrar por Amicón. 

8.- Liofilizar. 
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9.- Resuspender la proteína en agua obteniendo una concen -

tración final de 150 ~g/ml. 



CARACTERIZACION DE ª 2 ~M. 

l.- Identificación. 

a) DOBLE DIFUSION EN MICROTECNICA. 

FUNDAMENTO. 
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Téaniaa auaZitativa o semiouantitativa baeada en 

eZ prinaipio de que eZ ant!geno (Ag) y eZ anticuerpo (Ac) 

se difunden a tr•avés de un medio semisdZido (agar) y forman 

complejos Ag-Ac estables que pueden eer identifioados vi

sualmente. La técnica coneiste en colocar agar en platoe de 

vidrio o pZ~stiao y hacer perforaaiones, en donde son aolo

aados por separado eZ Ag y eZ Ac y se dejan difundir de 28 

a 24 hrs. L!neas de preaipitaai6n visibles se forman en eZ 

agar en el punto de equivalencia. (29,43) 

METODO. 

l.- Hacer un frotis en un porta objeto con la a9arosa. 

2.- Dejar secar. 

3.- Poner los soportes y encima el molde. 

4.- Poner por capilaridad la agarosa. 

~.- Poner en cada pozo O.OS ml de muestra y en el centro -

los anticuerpos. 
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Poner en medio humedo y esperar de 24 a 48 hrs. a temp! 

ratura ambiente. 

NOTA: El espesor del agar queda de 1.5 mm, el dilaetro_ 

de los pozos es de 4 mm, la distancLa entre cada 

pozo es de 4 mm y la capacidad es de. 50 ~l. 

b) ELECTROFORESIS EN GEL DE ACRILAMIDA-SDS. 

FUNDAMENTO. 

En ta eZectrofortsis Za migracidn de Zas p~otet -

nas es dependiente de Za carga, tamaño y forma de ta mot4c!! 

Za. Sin embargo, en Za presencia de SDS todas tas protetnas 

se vuelven cargadas negativamente y tienen carga simitar a 

propoPai6n de peso, debido a su uni6n a moZlcuZas de deter

gentes cargadas negativamente. Cµando estas prote!nas cu 

biertas con SDS son puestas en un campo eZdctrico, Za sepa

racic5n de Zas pr>otetnas ahora dependerá soio de su. tamaño y 

forma. Variando la conaentraai6n del gel de poZiac~iZamida, 

diferentes rangos de peso molecular pueden ser puestos.(23) 

METOOO. 

Todo el procedimiento se lleva a cabo a temperat! . 

ra ambiente. Preparar ~l gel resolvedor da la si9uianta ma

nara: 
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GEL RESOLVEDJR AL 10% (56 ml). 

Acrilamida-Bisacrilamida 16.5 ml 

Solución reguladora del resolvedor 10.0 ml 

SDS 10% o.s ml 

TEMED 0.03 ml 

Agua destilada 22.5 ml 

Persulfato de amonio (fresco) o.s ml 

Agregar la mezcla a la placa evitando que se for

men burb~jas hasta la primera 11nea y ponerle agua destil! 

da lentamente para evitar el menisco, dejar en reposo l hr 

lavar el e~ceso de persulf ato de amonio con agua destilada 

y secar con papel filtro. 

Colocar el peine en la segunda 11nea y agregar -

el gel concentrador. 
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GEL CONCENTRADOR AL 4.5% (10 ml). 

Acrilamida-Bisacrilamida 1.5 ml 

Solución reguladora del concentrador s.o ml 

sos 10% 0.1 ml 

TEMED 0.01 ml 

Agua destilada 3.3 ml 

Persulfato de amonio (fresco) 0.1 ml 

Agregar la mezcla evitando la formaci6n de burbu~ 

jas. se deja polimerizar l h7·, quitar el peine y lavar con 

agua destilada, secar con papel filtro. Dejar reposar la -

placa de 2 a 24 hrs. con solución reguladora de corrimiento. 

PREPARACION DE LA MUESTRA. 

1.- Dializar todas las muestras a analizar contra la solu -

ción reguladora de corrimiento 24 hrs. a 4°C, diluida -

1:40 y l\ de sos para evitar interferencias debido a la 

concentración de sales. 

2.- Ajustar a una concentración de 25 µg. 

3.- Preparar la siguiente mezcla: 



Glicina (SO\) 2.5 ml 

sos 10\ 1.0 ml 

Tris 0.2 M, pH 7.0 o.s ml 

Agua destilada 1.0 ml 

Azul de bromofenol O. 1 i 
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Poner cantidades iguales de la mezcla anterior y 

de la muestra. 

4.- Hervir en baño maría 5 min. la mezcla anterior. 

MONTAJE DEL APARATO Y APLICACION DE LA MUESTRA. 

1.- Poner la solución reguladora en la parte.inferior de la 

cámara de electroforésis, sin olvidar que tiene que es

tar equilibrada antes de colocarlo. 

2.- En la parte superior se encuentr• la soluci6n regulado

ra y con ayuda de la jeringa hamilton, poner en cada ~ 

celda la muestra microlitro por microlitro, esto se ha

ce con la finalidad de que la muestra no rebote y cont! 

mine otros pozos. 

CORRIMIENTO DE LA ELECTROFORESIS. 

1.- Colocar el electrodo positivo en la cámara inferior y_ 

el neqativo en la c&mara superior. 

2.- Aplicar 10 miliamper~ (mA). 
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3.- El procedimiento finaliza cuando el colorante recorre -

aproximadamente 10 cm del gel resolvedor. 

4.- Poner en la solución fijadora el gel 4 hrs. 

5.- Teñir la placa de 6-12 hrs. 

ri.- Desteñir la placa haciendo varios cambios hasta que la 

placa quede clara y se vean las bandas. 
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2.- Determinación de la pureza. 

La determinación de la pureza es realizada por i~ 

munoelectroforésis y por electroforésis en gel de poliacri

lamida-SDS. 

a) INMUNOELECTROFORESIS. 

FUNDAMENTO. 

Es una técnica por Za que Zas prote(nas pPimePa -

mente son separadas en un gel de agaP de acuerdo a su carga 

superficiaZ, por exposicidn a un campo eltatrico, Después _ 

de Za separación electroforética, Zas prote(~as son puestas 

para reaccionar, por dobZe difusi6n, con un antisuero depo

sitado en un canal paralelo. El resultado es una serie de -

Zlneas de pFecipitaci6n. (36) 

METODO, 

1.- Llenar las placas con agar al l\ y dejar gelificar. 

2.- Colocar sobre la placa de agar el perforador para la i~ 

munoelectroforésis y extraer el agar de los pozos por_ 

succión con pipeta pasteur y vacío. 

3.- Poner la& mueatras en los pozos y agregar una gota de 

azul de bromofenol al suero. 
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4.- Llenar la cámara de electroforésis con la solución amor 

tiguadora de barbituratos. 

5.- Se conecta a la fuente de poder ajustando a 100 volts -

y se deja hasta que el colorante se desplace 2.5 cm del 

lugar de donde se depositó. 

6.- Sacar la placa y con el cortador para el gel, abrir los 

canales y poner en ellos los anticuerpos antiproteínas_ 

totales. 

'·- Dejar difundir de 12-24 hrs. y ver resultados. 
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OBTENCION DE ANTICUERPOS 

Para la obtención de anticuerpos inocular la pro-

teína acoplada a albúmina bovina 1 ml más 1 ml de adyuvan-
¡, 

te 1de Freund a un conejo de raza New Zealand de 4 meses. 

( 19) 

TABLA 3 

Protocolo de inoculaci6n 

e2-m Alb<imina bovin2 Carbodiimida inoculación adyuvante 

\J9 mq mg F:r;eund 

375 0.02 15 primera canpleto 

300 0.017 12 sequnda incanpleto 

s a n g r ! a 

300 0.017 12 tercera incompleto 

a a ngr!a 

277 0.015 11 cuarta incanpleta 

sangr!a a a da o ah o d ! as 



Para acoplar, mezclar la a
2

-m con albúmina a la 

carbodiimida, agitar 1 hr. a temperatura ambiente. Poste -

riormente dializar contra agua destilada 24 hrs. 

Detectar la producción de anticuerpos por precip! 

tación en capilar directa; con inmunoelectroforésis y doble 

difusión en microtécnica. 

1.- Obtenci6n de antisuero monoespecffico. 

a) CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD. 

FUNDAMENTO. 

Es data una cpomatogPafta de adaoPcidn en Za que 

se ap~ovecha ia especificidad de intePaccidnea bioZdgioas -

entPe p~otetnas aisZadas~ como Zo es Za Peaccidn anttgeno -

anticuePpo. Mediante Za insolubiZizaoi6n de uno de Zoa rea~ 

tivos se consigue una substancia fijadoPa insoluble con afi 

nidad biol~gica paPa Za substancia a sep captada o puPifi -

cada. 
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El gZutaraldehtdo es un agente que ayuda a Za pr~ 

paraai6n de adaorbentes efectivos estables y espea!fioos. -

Reaaaiona aon grupoa epsiZon amino de Zisina. La adiai6n de 

este agente a Za soZuaión de baja aonaentraai6n de prote!na 

produce polímeros de bajo peso moZeauZar Zas auaZes son so

lubles en agua. Su adiaión posterior a una soZuci6n de alta 

conaentraci6n de proteína produce poZímeros de proteína de_ 

alto peso moleauZar Zas cuales son insolubles en agua.(42) 

METODO. 

1.- Agregar a 40 ml de suero 4.8 ml de la solución regulad~ 

ra de acetato pH 5 y ajustar el pH a 5 si, es necesario. 

2.- Agregar 11.2 ml de glutaraldehído, dejar 3 hrs. a temp! 

ratura ambiente con agitación lenta. 

J.- Homogenizar el gel formado por jeringa con aguja del n~ 

mero 18. 

4.- Lavar con PBS (250 ml aproximadamente) 

5.- Lavar con glicina-HCl, pH 2.2 0.2 M (100 ml) 

q.- Dispersar en 50 ml de fosfatos O.l M, pH 7.4 hasta que 

la concentración de proteínas que salga sea menor de 

O.OS de densidad óptica a 280 nm. 
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7.- Rehomogenizar y dispersar en 50 ml de HCl-Glicina 0.2 M 

pH 2.8, agitar 15 min. a temperatura ambiente. 

8.- Neutralizar con 10 ml de K
2

HP0
4 

1 M, adicionar 40 ml de 

agua destilada y centrifugar. 

9,- Dispersar el gel en 100 ml de glicina 1 M. 

10.- Incubar toda la noche a 4°C. 

11.- Lavar con PBS 

12.- Incubar con el antisuero de conejo obtenido (anti B ·m) 
2 

a temperatura ambiente y agitar durante 24 hrs. 

13.- Centrifugar y guardar el sobrenadante. 

NOTA: El inmunoadsorbente puede ser guardado a 4ºC en 

PBS con 0.01% de azida de sodio. 
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R E S U L T A D O S Y D I S C U S I O N 

Purificación 

l) Se colectaron 30 lt. de orina, sel~ccionando las orinas 

con mayor concentración de proteína. 

2) En la cromatografía de intercambio iónico se eluyeron 

las proteínas por gradiente discontinuo con las siguien

tes soluci6nes reguladoras: O.OS M, 0.1 M, 0.15 M y 0.2M 

pH 6.8, obteniendose en cada una litro y medio. se cuan

tificó proteínas por azul de coomassie1 en cada fracción 

(g1'áfiaa 1). 

Como se observa la mayor concentración de P.roteí

na se obtiene con la solución reguladora 0.1 M1 ésta 

fracción es dializada contra agua de la llave por 12 hrs. 

La muestra antes de dializar es amarilla y poste

riormente el color disminuye, además se forma un precip! 

tado blanco que se elimina por centrifugación. 

El sobrenadante se liofiliza quedando un polvo a

bundante y con apariencia salina poco soluble en agua1 -

el precipitado se elimina por centrifugación. 
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3) El sobrenadante se pasa por Sephadex G-75 y se cuantifi

ca proteína midiendo la densidad óptica a 280 nm.(G~áfi

aa 2) 

En la columna se observa que se separan dos frac

ciónes amarillas. La fracción de exclusión es dializada_ 

contra agua y posteriormente contra PBS. Se filtra por ! 

micón M-50 para quitar rastros de albúmina y se liofili

za. El liofilizado se resuspende en el menor volúmen de 

aqua posible quedando en promedio a 150 µq/ml. 
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CARACTERIZACION DE ~ 2 -M. 

1.- Identificaci6n. 

a) Se hizo una doble difusión en microtécnica con un anti -

suero comercial específico anti P
2

-m donde se obtuvo 

reacción positiva. 

En la electroforésis en acrilamida-SDS se identificó la 

a2-m de acuerdo a su peso molecular. 

2.- Determinaci6n de la p~reza. 

Ya caracterizada la prote!na se determina la pur~ 

za por medio de inmunoelectroforésis con anticuerpos a~ 

ti proteínas séricas, en la cual no se observa reacción 

positiva. Como complemento de la determinación de la p~ 

reza está la electroforésis en poliacrilamida-SDS, que 

además de determinar el peso molecular se aprecia pure

za, ya que no hubo otras bandas contaminantes de prote! 

nas. 
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OBTENCION DE ANTICUERPOS. 

Debido al peso molecular pequeño de la s
2
-m se a

copló químicamente a albúmina sérica bovina (BSA) con el -

fin de aumentar su tamaño y por tanto su inmunoqenicidad. 

Se obtuvo producción de anticuerpos contra S - m 2 

hasta la cuarta semana de inoculación. Se determinó la pr~ 

sencia de anti s2-m por prueba cualitativa en capilar. 

cuando se realizó la inmunoelectroforésis con 62-m, se ob

tuvieron varias bandas de precipitación por lo que se de -

cidió adsorber el antisuero por cromatoqraf !a de afinidad_ 

con proteínas plasmáticas inmovilizadas; finalmente se ob-

serva·una sola banda de precipitación correspondiente a la 
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e o N e L u s I o N E s 

- La orina de pacientes recién transplantados de riñón es 

una buena fuente de a
2

-m. 

- Es una buena técnica para la obtención de 5 2-m. 

- Es un método sencillo en comparación con otros realiza

dos hasta la fecha, que además de complicados requieren 

de reactivos y aparatos de difícil adquisición en nues

tro medio. 

- Es una técnica que resulta económica lo que es importa~ 

te para todo laboratorio. 

La t~cnica aunque no tiene un buen ~endimiento se obti! 

ne en pureza suficiente para obtener anticuerpos especf 

ficos en contra de ella. 
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GLOSARIO 

Cadena J Cadena polipeptídica~que normalmente se encuentra 

en las inmunoglobulinas poliméricas, en particu -

lar IgA e. IgM. 

Cadena K Una de los 2 tipos principales de cadena L. 

Cadena A Uno de 2 tinn~ m~vores de cadena L. 

Cadena L Cadena de polipéptidos presente en todas las molé 

culas de inmunoglobulinas. 

Fe 

H-2 

Cadena pesada dominio 3 de las inmunoglobulinas. 

Receptor presente sobre diversas subclases de liE 

focitos para el fragmento Fe de las inmuuoqlobul! 

nas. 

Complejo mayor de histocompatibilidad en el ratón 



48 

HLA (Antígenos leucocitarios humanos) .La mayor región 

·de histocompatibilidad en el hombre. 

H-Y Antígeno de histocompatibil~dad del rat6n en el -

macho·(localizado en el cromosoma Y) 

IgG Inmunoglobulina que de acuerdo a su cadena pesada 

es de la clase gama. 

KP Soluci6n reguladora de fosfato monob&sico de po -

tasio. 

PB~ Soluci6n reguladora de fosfato. 

Qa Marcad~res de subpoblaci6n de linfocitos T peri -

féricos. 

Qa 2 Subreqi6n de Qa. 
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Regi6n del complejo H-2, que controla la expre -

sión cuantitativa y cualitativa de una 8-globu -

lina del suero; que corresponde al C-4 del compl! 

mento. 

Ant!qeno de membrana timo-leucemia en el ratón. 
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