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INTRODUCCION

En la actualidad se piensa que las alteraciones de Ila
concentracion de lipoproteinas plasmaticas aceleran el desarrollo -
de la arterioesclerosis, considerada como la causa mas importan
te de muertes prematuras.

Desde que se descubrié que las placas ateromatosas_
contenian cantidades considerables de colesterol, se relaciondé con

el metabolismo lipidico estimulando enormemente la investigacion

sobre los lipidos en los dltimos 15 afios.

En un principio los investigadores sélo enfocaron la -
determinacién quimica de los lipidos y posteriormente se pensd en

la importancia de las lipoproteinas como transportadoras de ellos.

Las lipoproteinas tienen una influencia marcada en la
utilizacién y degradacion de los lipidos, su concentracion plasma-
tica estd determinada por factores genéticos y ambientales vincula

dos a su metabolismo inmediato o bien a una interrelacion estre--
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cha entre el metabolismo lipidico y el de los hidratos de carbono.

Los métodos para la determinacion de lipoproteinas -
comprenden: precipitacion, electroforesis, filtracion en gel y el

andlisis inrmunolégico.

La antigenicidad de las lipoproteinas nos permite efec
tuar el andlisis inmunoelectroforético, el cual combina la electro-
foresis y la inmunodifusion, Es importante detenernos y refle--
xionar sobre la antigenicidad de las lipoproteinas y su importan--
cia en la especificidad de la reaccién de precipitacion antigeno-an

ticuerpo.

Las lipoproteinas son macromoléculas constituidas por
una parte proteica ( Apo-proteina ) y una parte lipidica; la parte
proteica es la que le confiere especificidad antigénica y probable-
mente esos determinantes antigénicos se encuentren en la superfi

cie de la molécula.

Siempre que se habla de una reaccion antigeno-anti--
cuerpo se infiere una combinacion especifica entre los grupos es-
pecificos del anticuerpo y los grupos correspondientes del antige -
no o del hapteno, esta etapa se realiza sin alteracion visible pero

al formarse los arcos de precipitacion se hace visible.

Otra de las caracteristicas de la antigenicidad es com



probada mediante los trabajos de Blumberg y Berg32

, qQuienes han
encontrado anticuerpos contra las lipoproteinas en pacientes que -

han recibido miltiples transfusiones.

Las lipoproteinas son designadas como isoantigenos -
que inducen la formacion de anticuerpos en forma similar a la de

los animales inyectados con heteroantigenos o isoantigenos.

En la actualidad el andlisis inmunoelectroforético nos
proporciona una excelente evidencia de la heterogeneidad molecu-
lar de las lipoproteinas y sus variantes genéticas; la demostra- -
cién de la heterogeneidad se lleva a cabo en términos de propieda

des inmunologicas y composicién de aminoacidos.

La literatura reporta trabajos inmunoquimicos de lipo
proteinas, estas han sido estudiadas ampliamente en forma nativa
y aislada como Apo-proteina, por lo general se han utilizado sue_

ros especificos anti-beta lipoproteina y anti-alfa lipoproteina.

La naturaleza de la beta lipoproteina, pre-beta lipo-—
proteina y alfa lipoproteina en padecimientos genéticos como la en
fermedad de Tangier, y la A-beta lipoproteinemia han sido tema. =
de diversas investigaciones y no le han dado mucha importancia -
a la obtencién de patrones inmunoelectroforéticos de lipoproteinas_

de acuerdo a la clasificacion de hiperlipoproteinemias, con excep-



cion del tipo 11.

Es evidente que si la alteracion de los lipidos produce
alteracion en la concentracion de lipoproteinas probablemente los -
patrones inmunoelectroforéticos serian distintos; ya que tenemos -
conocimiento de los valores normales, en México, de las concen-
traciones de lipidos séricos y de lipoproteinas, nos permiten evi-
denciar las alteraciones patologicas; y como no conocemos los pa-
trones inmunoelectroforétiéos nos inquieto el estudio inmunoelec- -

troforético de las lipoproteinas.

La presente tesis profesional tiene como propdsito el
estudio inmunoquimico de las lipoproteinas en acetato de celulosa
y comprende: obtencion de patrones normales inmunoe lectroforéti

cos y patrones correspondientes a la clasificacion de Fredrickson.

La metodologia empleada fue adaptada por nosotros, -
para la realizacion de esta tesis, partiendo de la técnica de inmu
noelectroforesis de proteinas con modificaciones hechas que se ex

plicaran en la metodologia y discusion.

A pesar de que el andlisis inmunoelectroforético ofre
ce una aplicacion prictica limitada en el laboratorio de andlisis -
clinicos, deseo que el contenido de este trabajo contribuya a una_
mejor comprension del conocimiento inmunoquimico y de ayuda pa_

ra el diagnostico en los trastornos del metabolismo lipidico.



GENERALIDADES

HISTORIA DEL ESTUDIO DE LAS LIPOPROTEINAS MEDIAN
TE LA INMUNOELECTROFORESIS EN ACETATO DE CELU
LOSA Y OTROS MEDIOS DE SOPORTE.
El andlisis inmunoelectroforético a través del tiempo
ha sufrido varias modificaciones hasta alcanzar las caracteristi--
cas adecuadas para su aplicacion en la identificaciéon inmunoquimi

ca de las fracciones proteicas y lipoproteicas del suero.

En 1919 Tiselius A y Kabat después de realizar la -
electroforesis libre, secpararon las proteinas de un suero y reali-

zaron reacciones inmunolégicas.

Se puede decir que Grabar y Williams son los creado
res de la inmunoelectroforesis como método de aislamiento de pro
teinas al combinar el método de electroforesis de zoma usando co_

mo medio de soporte gel-agar y la técnica de la doble difusi6n.

A partir de 1953 una serie de investigadores se han_

dedicado al estudio del analisis inmunoelectroforético en diversos



medios de soporte, Los medios de soporte mads empleados son _
el gel-agar y la agarosa, como se puede apreciar por la infinidad

de trabajos reportados.

El acetato de celulosa fue utilizado en este tipo de -
andlisis en 1958 cuando Kohn! demostré que era adecuado, ya que
permite la difusion regular y ordenada del anti’geno y el anticuer -
po.
| Grunbaum vy Dong2 obtuvieron 35 lineas de precipita—
cién especifica empleando como medio de soporte el acetato de ce
lulosa.

En 1960 Grunbaum observo las ventajas tanto del pa-
pel como las del agar reunidas en las membranas de acetato de -
celulosa; la facil manipulacion del papel y la amplitud de la apli-

cacion similar a la de los geles.

Se siguieron haciendo modificaciones al método para
ser usado con fines de diagndstico en el laboratorio clinico, es- -
tas modificaciones fucron hechas por Grunbaum y Zec en 1963 y -
1965.

La técnica "inmunoelectroforesis en acetato de celulo

sa" no resulta conveniente para su aplicacion en el estudio de las
lipoproteinas seglin lo mencionan los trabajos realizados por - ---

Grunbaum y Zec, quiencs sugieren la extraccion de lipidos y pro-



bablemente de lipoproteinas por solventes orgdnicos utilizados en-
la técnica creada para proteinas. Es por ello que no encontra--

mos en la literatura trabajos reportados para lipoproteinas.

En 1966 Fredrickson, Levy y Lees estudiaron amplia
mente la naturaleza inmunoquimica de las alfa, beta y pre-beta li
poproteinas asi como sus variantes genéticas y la heterogeneidad

molecular.

La técnica de Ouchterlony en agar fue empleada por -
Blumberg ( 1964 ) para demostrar la especificidad mdiltiple antigé -
nica de las lipoproteinas del suero detectada con sueros de pa- -

cientes transfundidos.

En 1968 Grabar y Burtin identificaron varias bandas -
de precipitacion con las fracciones sudandfilas detectadas por elec
| troforesis en agar, 3 clases de lipoproteinas fueron descritas de_
acuerdo a su movilidad electroforética y designadas como: quilomi

crones, lipoproteinas lentas y lipoproteinas rapidas.

Recientemente Messerschmidt y Seedee en 1972 han -
propuesto un procedimiento para la separacion de lipidos emplean
do como medio de soporte: cellogel ( acetato de celulosa gelatini
zado) y obtuvieron un patrén normal inmunoelectroforético de lipo_

proteinas, donde identificaron 2 bandas de precipitacién correspon



dientes a la alfa y beta lipoproteina por su afinidad al colorante -

rojo 7 B.



PRINCIPIOS DE INMUNOELECTROFORESIS

El andlisis inmupoe]ectroforético combina dos técnicas
la electroforesis y la inmunodifusién.  Consiste en la separacion_
electroforética seguida de la difusi6n de anticuerpos precipitantes_
en el mismo medio de soporte, perpendicularmente a la direccion

de la electroforesis.

En el andlisis inmunoelectroforético los anticuerpos -
precipitantes se unen a sus correspondientes antigenos para formar
bandas de precipitécién. Cada antigeno produce una banda inde--
pendiente debido a la especificidad y sensibilidad de la reaccion de

precipitacion.
ELECTROFORESIS

La migracién de las proteinas en un campo eléctrico
fue estudiada primero por Tiselius, quien usé medio liquido y se_

le conoce como electroforesis libre,

La electroforesis de zona usa un medio s6lido como -
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sostén o matriz del amortiguador en donde se encuentran las pro-
trefnas y en el cual viajan, el material solido permite la adhesion
de las proteinas después de la fijacion.  Los medios estabilizan-
tes son: papel, gel-agar, acetato de celulosa, agarosa y acrilami_
da; el acetato de celulosa reune cualidades importantes, éstas que

dan resumidas en el siguiente cuadro,

CUADRO 1

PROPIEDADES DE LOS MEDIOS DE SOPORTE

Medio de Soporte Tiempo Agua de hidra- Tamaifio del

tacion poro
Papel 18 hrs, Hidrofilico ==
Acetato de celulosa 30-45 min. 6 % 0.22 u
Gel-agar -30-45 min. 90 - 98 % 0.006 u
Agarosa 30-45 min. 90 - 98 % 0.006 u

Componentes basicos de la electroforesis.

A), Induccién de la carga eléctrica en las protei
nas.

B ). Campo eléctrico

C). Solucién amortiguadora

B ), Fuerza electroendosmotica



A).  Induccidon de la carga eléctrica en las proteinas

Las proteinas son moléculas de elevado peso molecu-
lar formadas por unidades fundamentales L-aminodcidos, los cua-
les se unen entre si por el enlace péptido. Las proteinas son -
anfotéricas y dependiendo del pH en que se encuentren toman la -

carga eléctrica.
B). Solucién Amortiguadora

Definicion: Es aquella que resiste la adici6n de aci-
dos o dlcalis sin cambiar su pH, generalmente una solucién amor
tiguadora estd formada por una mezcla de un acido débil Bronsted

y su base conjugada.

La fuerza idnica de una solucién amortiguadora estd_
dada por:
u=172c Z2
C = Molaridad de un idn
Z = Carga ionica

I = Suma de todos los iones

Dependiendo de la fuerza idnica se pueden obtener 3_

tipos de electroforesis:
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0.0375 u Macroelectroforesis
0.050 u  Semimicroelectroforesis

0.075 u Microelectroforesis

Carga eléctrica neta.

A mayor carga neta de la proteina, mayor separacion

electroforética.

Globulina pH 8.6

pl 7.2
I.4 carga neta

Albimina pH 8.6

3.9 carga neta

La alblimina estd cargada mas negativamente que la -
gamma globulina por lo que la albimina migrara mas hacia el --—
anodo. La ionicidad de la solucién amortiguadora es importante
ya que se incrementa la separacion electroforética al decrecer la_

fuerza i6nica, este hecho es fundamental para la inmunoelectrofore

sis.
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D). Fuerza electroendosmotica

La electroésmosis o electroendésmosis es una fuerza
de arrastre a través del acetato de celulosa con cargé negativa y
consiste en un movimiento en direccién opuesta a la corriente - -
eléctrica. Esta fuerza se origina debido a que el acetato de celu
losa no es una sustancia absolutamente neutra sino que posee gru-

pos OH™ de acetilo lo que imparte una carga neta negativa.

El efecto electroendosmotico se evita mediante el - -
amortiguador, los iones hidronio contrarrestan la carga negativa y

se evita el movimiento hacia el dnodo.

La posicién de un constituyente al finalizar la electro
foresis es el resultado de su desplazamiento por la corriente eléc

trica y del cambio de posicion debido a la electroendésmosis.

Las sustancias neutras sblo seran transportadas por _

la corriente endosmética y al final de la electroforesis ocuparan -

una posicion que corresponde al punto de desplazamiento cero3,-4-5
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Migracion de particulas,

La separacion de las particulas cargadas, a través -

del acetato de celulosa, es inversamente proporcional a la longi

tud del soporte y directamente proporcional al voltaje y al tiempo.

Distancia de la migracion,

Vitu

d = 5 e ¥R (1)
d = distancia de migracién en cm
V = Voltaje en volts
t = Tiempo en segundos
1 = Longitud del acetato de celulosa en cm
u = Movilidad de la proteina ( distancia a la que migra ).
Si la ecuacidon (1) se resuelve para u
dl = Wtl e v« g« » ¢ 6 (2)
_ o dl
u s e R R (3)
Unidades:
dl cm x cm _ cm?
Vit = volts x seg volts seg

De este modo la movilidad se expresa en cm? x -

1

volts 1 - seg ©. La determinacién de la movilidad electroforéti
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tica tiene aplicacion en el estudio inmunoelectroforético.

Determinacién: Se traza una perpendicular desde el -
vértice de la banda de precipitacion cuya movilidad se quiere de--
terminar a una linea paralela al eje de migracién.  La distancia
entre esta perpendicular y el punto de movilidad cero sirve para -

calcular la movilidad electroforética.

La figura 2 muestra la posicion de las bandas de pre

cipitacion especifica en la migracion electroforética.

Fm: Sideve§.)
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Movilidades electroforéticas de los componentes pro-

teicos del suero humano normal,

Componentes proteicos del Moyilidades medias _,
suero humano normal cm? x Volts™! x seg
Globulinas
Macroglobulinas ( 82 ) BZM
BZC 2,00
B,A

2
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Componentes proteicos del
suero humano normal

Moyilidades medias
cmé x Volts™ x seg'1

Siderofilina Bj
BIB
BIA

Haptoglobina X 2
= 2

Ceruloplasmina « 2
% 3
%y
=< 1A

Seroalblimina

Seromucoide =4 0

2.83
3.03
3.23

3.95

4.05

5.94 Valores de
Schultze 4
gel-agar

Efecto del tamafio del poro y adsorcion.

Hay dos factores que afectan la movilidad: tamaifio del

poro v la adsorcion, esto es la adhesion de moléculas a la super--

ficie de cuerpos sélidos, los efectos de la adsorcion pueden contra

rrestarse incrementando el pH.



IMUNODIFUSION4. - La fase de la inmunodifusion co-
mienza cuando finaliza la electroforesis al depositar el antisuero_
perpendicularmente a la direccion de la electroforesis tan pronto_

como el suero ha sido absorbido.

Debido a la estructura de la membrana de acetato de
celulosa a escala microscopica que es similar a la de una espon-
ja; cuyos poros tienen un didmetro de 0.22 u y una variacién en—
tre poro y poro constante, que permite una difusion regular y or-
denada 1. El antigeno y el anticuerpo difunden en todas direccio
nes y cuando se encuentran unos y otros en la proporcién adecua-

da producen complejos insolubles que precipitan, estos precipita--

dos forman bandas mas o menos elipsoidales.
SISTEMA DE DOBLE DIFUSION "OUCHTERLONY".

En 1947 Ouchterlony desarrolld un método de difusion
en gel que permite la difusién de ambos, el anticuerpo y el anti-
geno. Cuando se lleva a cabo la electroforesis obtenemos 5 dife-
rentes fracciones: albimina, alfa1 globulina, alfa2 globulina, beta
globulina y gamma globulina. La figura 3 muestra las 5 fraccio
nes: la globulina es la dnica fraccion que aparece del lado izquier
do ( cdtodo ) del punto de origen por lo que al reaccionar con el

antisuero se formarad una banda de precipitacion en esa area.
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Si se hiciera lo mismo con anti alfal, anti alfa, y an

ti beta obtendriamos el patrén inmunoelectroforético de la figura 5.
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Utilizando un suero polivalente se pueden obtener 29

bandas de precipitacion. Figura 6.

@

%

/

Figura b AL, ReAlh.

REACCION DE PRECIPITACION ESPECIFICA

La reaccion serolbgica entre el antigeno y el anticuer
po es una reaccién de naturaleza quimica. Se desarrolla en dos__
etapas: a) combinacion especifica y b) reaccién observable ( pre

cipitacion ).

a). Combinacién especifica entre los grupos especifi
cos del anticuerpo y los grupos correspondientes del antigeno o --
del hépteno, esta etapa se realiza sin alteracion visible extremada
mente rapida con mayor intercambio energético con relacién a la_

segunda; mayor especificidad detectada solo indirectamente.

b). Reaccion observable es detectada directamente al
formarse las bandas de precipitacion. Esta etapa se caracteriza

; ; ; P |
por el decremento en la velocidad e intercambio energético’.

a). Primera etapa: Combinacion especifica.
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Naturaleza de la unidén antigeno-anticuerpo.  La unidn
es de naturaleza quimica y debida a la combinacién de los grupos

reactivos especificos.

Estos grupos reactivos son los determinantes antigéni
cos cuya especificidad esta dada por el nimero y disposicion de -
los diversos aminoacidos en la superficie de las moléculas. Es-
to se apoya en el hecho de que los antigenos reaccionan con molé_

culas esféricas.
TIPO DE UNION

En un principio se pens6 que la unidén se debia sola-—
mente a las fuerzas de Coulomb, atraccion entre cargas negativas
y positivas y por ende la combinacion entre el antigeno y el anti-
cuerpo se debia principalmente a la atraccion entre los grupos - -
amino y carboxilo. Este mecanismo i6nico fue sefalado por Hei
delberg y Kendall en 1929 y tenia como puntos de apoyo: la rapi-

4

dez de la reaccion de combinacién y la poderosa influencia de los

grupos polares.

Unidn covalente Landsteiner "..... por la velocidad
y la facil reversibilidad, las reacciones antigeno-anticuerpo se di-
ferencian de las que son producto de las valencias primarias y se

. . o 7
asemejan a la formacion de compuestos idnicos y moleculares .



En la actualidad se piensa que las fuerzas de Van --
der Waals son las mds importantes para mantener juntos el anti-
geno y el anticuerpo.  Esta fuerza es una especie de atraccién -
intermolecular y actia entre dos moléculas de una misma clase. -
Cuando una molécula tiene un momento dipolar instantaneo provoca
un cambio eléctrico igual, que actda polarizando a las moléculas -
cercanas, trae como consecuencia, que los electrones de la segun
da molécula produzcan una fuerza de atraccién sobre la primera_

molécula.

La atracciéon de Van der Waals aumenta en forma in-
versamente proporcional a las distancias interatémicas por lo tan

to la atraccién no es muy importante cuando las moléculas estan

muy separadas.

Segunda etapa ( REACCION OBSERVABLE )

Reaccion de precipitacion. - Esta etapa es detectada -

por la formacion de una banda de precipitacion.

Existen cuatro factores que determinan la reacci6n de

precipitacion:

a). Antigenicidad

b). Inmunosuero (concentracion optima )



c) Concentracion del antigeno
d) Distancia entre la aplicacion de la muestra

y los canales laterales.
a). ©* Antigenicidad

Antigeno; este término ha sido usado en dos sentidos,
primero como una sustancia que introducida en el organismo indu_
ce la produccién de anticuerpos o bien como una sustancia que --

reacciona en forma visible con los anticuerpos.

Condiciones de antigenicidad: a) difusible, b) tama-
fio y peso molecular, c) estructura rigida de los grupos determi

nantes y d) su estructura quimica ( proteinas, carbohidratos ).

Las lipoproteinas son antigénicas, su especificidad es
conferida por la parte proteica de las macromoléculas ( Apo-lipo-
proteina ) y pertenecen al grupo de las proteinas globulares ( solu

bles ).

Mediante anticuerpos especificos han sido demostrados
dos antigenos determinantes antigénicos principales; uno se encuen
tra en las alfa lipoproteinas ( LAD ) y el otro en las beta lipopro

tefnas ( LBD )°.

También se han descrito otros antigenos determinantes
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de las LAD, la heterogeneidad molecular ha sido investigada desde
el descubrimiento por Lindgren y Gofman en 1951, ellos observa--

ron mediante la ultracentrifugacion analitica dos picos.

Levy y Fredrickson encontraron dos antigenos al hacer
los reaccionar con suero anti LAD estos fueron designados como -
LpB el antigeno rico en lipidos migra mas hacia el dmodo.  Levy_
y Fredrickson concluyeron que ademas de LAD existian dos fraccio
nes mas: LADZ y LADg, la éomposicién de aminoacidos de las --

dos fracciones son idénticas.

La LpA se encuentra normalmente en un suero fresco
y se lleva a cabo la conversion a LpB durante el almacenamiento o

durante la ultracentrifugaciénlo.

La beta lipoproteina ha sido estudiada como una hap-
toglobina los lipidos contribuyen de modo minimo como hapteno,es
to se demuestra mediante reacciones inmunoquimicas utilizando co
mo antigenos: productos a los cuales se les extrajeron lipidos el -

resultado es que no reaccionan con los anticuerpos.

La beta lipoproteina fue detectada por Allison y Blum
berg por inmunodifusion cuando encontraron un anticuerpo que - -
reaccionaba con el suero normal humano, este anticuerpo se pro-

ducia en personas que habian recibido mdiltiples transfusiones pos-
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teriormente se demostrd que el antigeno era beta lipoproteina

( LBD ).

La beta lipoproteina parece tener s6lo un componente
por electroforesis e inmunoelectroforesis, pero mediante una inmu
nodifusion selectiva llevada a cabo por Berg se han encontrado dos

2 . . . 12
antigenos que se encuentran en la misma molécula” .

La pre-beta lipoproteina ( LMBD ) esta constituida --

por la Apo-A, Apo-B y Apo-C B

b). Inmunosuero.

Definicion: Es un suero que posee anticuerpos con--
tra el suero normal humano. Existen dos tipos de sueros: - - -
a) Suero anti humano polivalente y b) Suero especifico anti protei

nas plasmadticas.

a). Suero anti humano polivalente. - En la inmunoelec
troforesis con el suero de caballo se observa una distribucion di-
ferente de las lineas de precipitacion con relacion a las produci--

das con antisuero de conejo.

Los antisueros de conejo forman complejos solubles -
sOlo en presencia de un exceso de antfgenos, la mayoria de los -

anticuerpos del conejo se encuentran predominantemente en la frac
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ci6én euglobulinica que le da un caridcter menos soluble; los anti--

: . oz 7
cuerpos de conejo no exhiben prezona con exceso de anticuerpo .

Los antisueros de caballo forman complejos solubles
en presencia de un exceso de anticuerpos. Estos anticuerpos son
de tipo floculante y dan precipitados en una zona estrecha de rela
cion antigeno-anticuerpo ademas tienen caracter seudoglobulinico -

méds soluble por lo que exhiben prezona con un exceso de anticuer

po.

b). Suero especifico anti proteinas plasmaticas.
En el anilisis inmunoelectroforético de lipoproteinas se utilizan: -

1) Suero anti alfa lipoproteinas y 2) Suero anti beta lipoproteinas.

1).  Suero anti alfa lipoproteina.- Este se puede pre
parar en caballo y en conejo ( Pasteur, Paris ). Para la prepara
cién de este suero fueron inyectados conejos intramuscularmente -
dos veces por semana durante 6 semanas con LAD cada inyeccion
contenia 3 mg de proteinas mezcladas con un adyuvante completo -
de Freund's, los animales fueron sangrados después de una sema-—

na de la dltima inyeccién 17,

El aislamiento de las LAD se puede hacer por pre-
cipitacion con sulfato de dextrana y MnCl2 o mediante la precipita

cion con fosfotungstato de sodio y MgCl,.
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2). Suero anti beta lipoproteina.- Burstein en 1972
describe un nuevo método para preparar antisuero de conejo espe_
cifico contra LBD. Los conejos fueron inyectados 2 veces por se
mana con suero libre de LMBD ( 2 ml ) durante 4 semanas por -
via intravenosa los animales son sangrados después de una sema-
na de la Gltima inyeccion. Posteriormente este suero es someti
do a agotamientos sucesivos por el suero B ( desprovisto de LBD
y LMBD ) el precipitado especifico es eliminado mediante centrifu
gacion.  Este procedimiento se repite varias veces hasta que al
agregar el suero B al antisuero de conejo no se observe enturbia-

. 16
miento .
CONCENTRACION DEL ANTIGENO Y DEL ANTICUERPO

Composicion del precipitado. - El precipitado contiene

tanto el antigeno como el anticuerpo predominando los anticuerpos.

La relacién antigeno-anticuerpo es critica ya que pue
de presentarse una zona de inhibicion; ésta puede definirse como
aquella en la que existe insuficiente anticuerpo para precipitar el _

antigeno presente formandose complejos solubles.

Estos complejos solubles producen ensanchamiento en
las bandas de precipitacién o bien la inhibici6én completa de la - -

reaccion de precipitacion.
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En la figura 10 se expone esquemdticamente la reac-

cién de precipitacion y su relacién con la concentracién antigeno-

anticuerpo. +i Qura \0
/ e
L ‘l*
Arkigeno

EE(\owA\enda

p\\'\t \Qeno N eu\’va\ :

de
Antidverpo ‘ O Arlacvevho.

7
MANERA HIPOTETICA DE COMBINACION

Estos factores varian en funcion del fin que se persi-
gue:

a). Cuando se tiene un antigeno en baja concentra--
cion se puede aplicar varias veces para su deteccidn; esto provoca
un efecto desfavorable en la deteccién de componentes mayores co

mo es el caso de la seroalbimina debido a la formacién de comple

jos solubles en exceso de antigeno.

b). Siel antisuero es pobre en un anticuerpo deter -

minado sera necesario utilizar un volumen mayor de este antisuero
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para detectar el antigeno correspondiente.
d). Distancia entre la aplicacion y el canal lateral.

Si la distancia entre la aplicacién y el canal del anti
cuerpo es demasiado pequefia, el antigeno difunde rapidamente y -
existe el riesgo de que no se aprecie la banda de précipitaciéns.-
A mayor distancia existe mayor posibilidad en la deteccion del --

precipitado aunque el periodo de difusi6n sea mayor24.

Medios de difusién: a) Camara himeda y b) Aceite_

mineral.

Influencia de la temperatura.- La temperatura debe -
mantenerse constante o al menos evitar cambios bruscos producién
dose el fendmeno de Leeseging. La precipitacién se acelera al_

incrementar la temperatura a 37° C.

Reacciones de caracterizacion de los constituyentes lipopro-
teicos.

Métodos generales. - En 1955 Bjorklund usé reacciones

coloreadas para identificar los precipitados especificos por el mé-

todo de Ouchterlony. Posteriormente Uriel y Scheidegger en el -

mismo afio publicaron un procedimiento para la caracterizacién.
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Reacciones de caracterizacion:

a). Afinidad por ciertos colorantes
b). Radiactividad

c). Fluorescencia

Tincion de proteinas. - Mediante el uso de colorantes
biolGgicos dcidos: rojo ponceau, negro de amida, azul de bromo -
fenol.

El rojo ponceau es un colorante azoico acido.

HO
Oysndy
& )
TINCION DE LIPIDOS Y PROTEINAS

El primer colorante de este grupo se utilizé en histo
patologia y fue el Sudan IIl ( 1896 ) posteriormente en 1901 el Su
dan IV ( rojo escarlata ) ambos colorantes pertenecen al grupo de

los colorantes diazoicos acidos.

El rojo oleoso 0 se comenzd a usar como colorante _
de grasas en 1926, pero se popularizé en 1943 cuando Lillie y --

Ashburn lo prepararon.
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La mayoria de estos colorantes se preparan en solu-
ciones saturadas en etanol al 60 % Rl aunque algunos utilizan

metanol al 70 %.

El rojo 7B es otro colorante diazoico parecido al rojo
7-13-22

oleoso y a los sudanes
Este colorante presenta ventajas sobre los otros cuan
do es preparado en forma especial 13 se demostrd que una simple
fijaci6n con una mezcla de dcido picrico y dcido acético después -
de la electroforesis, seguida por la tincién con el colorante modifi
C

cado tal como fue usado por Colfs dan como resultado una excelen

te coloracién de lipoproteinas y una completa decoloracién del fon

do.



Especificidad de los colorantes.

La mayor parte de las sustancias colorantes lipofilas
se unen con las lipoproteinas por afinidad fisica y no por unién -
qufmic324._ Esta afinidad depende de un fendmeno fisico de solu
bilidad diferencial y se considera especifica de los lipidos, en es
pecial de los lipidos simples ( grasas neutras ) el colesterol y sus
ésteres absorben poco a temperatura ambientezs, pero en mayor -

grado a temperatura de 37° C.

Identificacion e interpretacion de los constituyentes -

proteicos y lipoproteicos.

Los constituyentes de una mezcla pueden identificarse
por su: '
a). Movilidad electroforética
b). Especificidad inmunoquimica

c). Afinidad por los colorantes
Determinacion del nimero de constituyentes.

Las bandas de precipitacion no pueden superponerse -
a menos que dos sustancias tengan la misma movilidad electroforé
tica y que sus velocidades de difusion y las proporciones antigeno_
anticuerpo sean muy semejantes y por ende se formen en el mis-—

mo sitio.
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L. Exceso de antigeno por ende aumento en la concentra
cién de lipoproteina esto produce una modificacién en las bandas_

en este caso existe ensanchamiento de la banda e incluso la subdi

vision en 2 lineas que se unen en el centro.

2, Disminucién de antigeno. Se acompafia de una banda

de precipitacion menos intensa, mds corta y delgadas.



APLICACION DEL ANALISIS INMUNOELECTROFORETICO AL
ESTUDIO DE LAS LIPOPROTEINAS DEL SUERO

QUILOMICRONES. - Por medio del analisis inmunoelectrofo-

rético Grabar y Burtin 3

identificaron a los quilomicrones y los -
definieron como: conglomerados de globulos grasos con un bajo -
contenido de protel'pas, observandose solo una mancha en el ori--
gen.

Han sido identificadas inmunologicamente varias pro-
teinas plasmaticas incluyendo albimina y gamma globulina después

de repetidos lavados, aunque se cree que los quilomicrones absor

o & .. 27
ben en la superficie proteinas plasmaticas

PRE-BETA LIPOPROTEINA.  AISLAMIENTO Y CARACTERI
ZACION DE LA PORCION PROTEICA. - En un principio se pens6_
que la porcion proteica era unicamente Apo-B idéntica a la de las
beta lipoproteinas; posteriormente fueron definidas y caracteriza--

das 3 apo-proteinas ( Apo-A, Apo-B y Apo-C ).

Mediante una combinacion de filtracion en gel usando
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Sephade; G-150 y cromatograffa de intercambio iénico en acetato__
de celulosa se ha podido demostrar la heterogeneidad de las LMB
i

Aproximadamente el 40 % de la proteina de las LMBD
parece ser idéntica al vcomponente proteico principal de las LBD y

el 50 % estd representado por 3 polipéptidos que se definen en tér

minos de su C - terminal:

15 Apo LP-ser rica en lisina y no contiene tirosina,
histidina y cisteina, tiene un peso molecular de 7000 daltons, me-
diante dicrosimo circular y dispersi6n rotacional se observa un --
contenido de alfa hélice, este polipéptido tiene una movilidad de -

gamma globulina.

2. Apo LP- glu contiene cistina, cisteina o histidina
y tiene un peso malecular de 10 000 daltons su configuracion es el

azar y tiene una movilidad de beta ,- alfa o

3. Apo LP-ala ; el tercero y mas abundante, exis-
ten 2 formas Apo L.P-alal y Apo LP - ala2 conteniendo 1 a 2 mo-
les de acido sialico por mol de proteina respectivamente., La --
Apo LP-ala no contiene isoleucina, cisteina y cistina; tiene un pe-
so molecular aproximado de 10 000 daltons y su configuracion es_

el azar. La movilidad electroforética es alfay y alfaz-alfa1 res_
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pectivamente, para Apo LP - ala1 y Apo LP ala2.

Gust:afson14 encontr0 algunos residuos N-terminal - -

( treonina, serina ) que difieren de aquellos en la Apo-A y Apo-B.

El aislamiento de la apolipoproteina C se llevé a cabo
mediante la extraccién de lipidos de las LMBD con heptano y defini
da como una proteina con un peso molecular de 834 000, sin em--
bargo aunque parece homogenea, en la ultracentrifugacion analitica
ésta migra como una doble banda con posicion de pre-albimina en

gel y contiene ambos N-terminal serina y treonina.

La Apo-C reacciona con suero anti alfa y anti beta y

aparentemente tiene mayor afinidad por los fosfolipidos.
INMUNOQUIMICA.

El analisis inmunoelectroforético llevado a cabo por_
varios investigadores 14 y principalmente el efectuado por Levy y
colaboradores 30 nog proporcionan una excelente evidencia de la -

heterogeneidad molecular de la pre-beta y sus variantes genéticas.

Inmunoquimicamente la pre-beta lipoproteina nativa --
reacciona con suero anti-beta lipoproteina dando una reaccion cru-
zada de identidad; con suero anti-alfa no reacciona por lo que se

pensG que la pre-beta era homogenea.



i N i

La demostracion de la heterogeneidad de la pre-beta_

se lleva a cabo mediante la descomposicion in vivo o in vitro:
Descomposicién in vivo.

La hidrélisis de los glicéridos intravascularmente pro
duce la disociacion de la Apo-A de la pre-beta lipoproteina; la hi-
drélisis se efectia al inyectar una solucion de heparina de sodio -
(10 U / Kg de peso ) cuando hay una elevacién de glicéridos endd
genos debido a la induccidon por ingestion de carbohidratos, después
de 10 minutos extrajeron el plasma y observaron cambios en los -

patrones electroforéticos de las lipoproteinas.

Al efectuarse la lipolisis in vivo hay un incremento -
en el plasma de alfa y beta lipoproteinas y un decremento o desa_
paricion de la pre-beta. Este resultado también se observo en -
sujetos alimentados con diversas dietas; la concentracion de la --
pre -beta variaba inversamente con la concentracién de alfa y beta
lipoproteina dando una buena evidencia de que la Apo-A 'y Apo-B -

forman complejos con triglicéridos.
Descomposicion in vitro.

Mediante la extraccién con éter de los lipidos de la_

pre-beta lipoproteina se obtienen por electroforesis en papel dos_
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bandas con movilidad de alfa y beta respectivamente.

La beta lipoproteina conservaba su movilidad después
del tratamiento con éter; la extraccién con éter-etanol produce --
desnaturalizacion de la. beta lipoproteina y perménece en el origen
( electroforesis)y otra banda con mbvilidad de alfa blobulina y al-
hacerlos reaccionar con sueros especificos anti beta y anti alfa, --

Unicamente reaccionaban con suero anti alfa lipoproteina.

La técnica de Ouchterlony utilizando como antigeno la
extracci6n de la pre-beta formé una linea de identidad con el ex--
tracto de alfa lipoproteinas, posteriormente esta alfa ( obtenida --
por deslipidacion ) fue identificada como alfa LPB por Levy y cola

boradores en 1965.

Esto demuestra que la pre-beta lipoproteina en suje-
tos normales contiene dos antigenos; uno idéntico a la beta lipo--
proteina y el otro a las alfa lipoproteinas después de una extrac-

cion con éter-etanol.

Los estudios inmunoquimicos estin sintetizados en la_

siguiente tabla:
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REACTIVIDAD INMUNOQUIMICA DE LAS LIPOPROTEINAS

Suero anti-alfa Suero anti-beta

lipoproteina lipoproteina
Pre -beta lipoproteina
Nativa + +
extraida en éter ¥ +
extraida en éter-etanol + -

Beta lipoproteina
Nativa - +
extraida en éter -
extraida en éter-etanol - -

4

Alfa lipoproteina
Nativa +
extraida en éter ¥ -
extraida en éter-etanol 7

Tabla tomada de Robert I. Levy y colaboradores 30.
Lipoproteinas aisladas por ultracentrifugaciéh.

Interrelaciones entre la LMBD con la LBD y LAD?.

Grabar y Burtin5

mencionan los trabajos realizados -
por Heide y colaboradores en 1960 quiénes indican la existencia -
de dos lipoproteinas lentas: una produce una banda de precipitacion
bastante larga a la que llamaron liproteina alfa2 de densidad igual

o menor de 1.019 y la otra mas corta e intensa que se separa --

del pocillo por lo que se llama beta; lipoproteina de densidad - --
1.020-1. 063.
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Por lo tanto existen 2 lipoproteinas lentas inmunologi
camente diferentes aunque se pueden superponer ya que tienen de-

terminantes antigénicos comunes.

Esquema de los patrones inmunoelectroforéticos de -

lipoproteinas

[p vapidas . Lewkas

Obtenido en gel-agars.

Inmuno electroforesis en agarosa
Sueros anti alfa y anti beta
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BETA LIPOPROTEINA. - Aislamiento y propiedades de la por

cion proteica.

La fraccion proteica es una beta globulina, a esta --
fraccion se le denomina Apo-B y se diferencia de la Apo-A por su

contenido de .aminoacidos N-terminal.

La porcién proteica fue obtenida por deslipidacion de_
LBD con solventes orgdnicos ( éter, n-heptano ) es insoluble en --
amortiguadores acuosos y solubles en medios acuosos que conten-—
gan: dodecil de sodio, urea y detergentes, hidrocloruro de guani--
dina ( todos estos agentes polimerizantes ) a pH 11.5 a baja tem

peratura.

El péptido principal de las LBD ha sido caracterizado
como N-terminal glutdmico y C-terminal serina; las LBD tienen -
péptidos en menor concentracién con C-terminal alanina ( 5-15% )_
y treonina, los cuales respectivamente son los péptidos que se en
cuentran en mayor concentracién en la LMBD y I_‘AD27 e inversa--

mente el péptido C-terminal serina se encuentra en la LMBD y LAD.

El contenido de beta lipoproteina difiere de Apo-A --
particularmente en el contenido relativo de isoleucina, leucina, --

acido glutamico y alaninag.
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INMUNOQUIMICA. - Heterogeneidad molecular de las beta li
poproteinas, la homogeneidad antigénica fue apoyada por Storiko y

Fisher ( 1965 ) y la heterogeneidad por Laurence Shean ( 1962 ).

Recientes investigaciones realizadas por Alaupovic --
(1968 - 1971 ) se deciden en definitiva por la heterogeneidad en_
término de propiedades inmunolégicas y composicion de aminoaci-
dos.

Pratt y Dangerfield han demostrado la heterogeneidad
usando electroforesis, gradiente de poliacrilamida, formandose dos
o mas bandas. Las LBD muestran un polimorfismo genético en_
dos sistemas independientes aparentemente: Allison y Blumberg en
contraron por la técnica de "Ouchterlony" un anticuerpo que reac_
cionaba con el suero de personas normales, ese anticuerpo se pro
ducfa en algunas personas que habian recibido miltiples transfusio
nes; posteriormenté Blumberg?’2 propuso el simbolo Lp para lipo--
proteinas al comprobar que el anticuerpo reaccionaba con beta 1i_

poproteina, las LBD en este caso actlian como isoantigenos.

La identificacion del polimorfismo genético se hizo -
mediante técnicas inmunolégicas ( precipitacion cruzada ), la fre—
cuencia de la formacion de precipitinas en pacientes con Talase--
mia parece ser mayor que en otros pacientes con hemofilia, ane-

mia y leucemia sin embargo este punto no ha sido aclarado.
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El otro sistema fue encontrado por Berg (1963) y lo -
designé Lp para un locus para genes determinantes especificos de

tectados con suero anti lipoproteinas humanas de conejo.

Berg encontré 2 variantes: Lp (a) positivo y Lp (a) -
negativa las bandas de precipitacion fueron caracterizadas por afi-

nidad a colorantes lipfdicos12-34.

La relacion entre los antigenos de Allison y Blumberg
y aquellos encontrados con anti beta lipoproteina fueron estudiadas
por Berg empleando inmunodifusién en gel y demostrd que no hay_
.relaciones antigénicas entre los dos sistemas; estas dos marcas -
antigénicas no han sido separadas electroforéticamente, esto se de_
be a que las dos partes separadas de la molécula de beta lipopro--

teina estan envueltas.

Grabar y Burtin5

mencionan los trabajos realizados -
por Burstein y Samaille quienes mencionan a las lipoproteinas len-
tas con una movilidad de beta; globulina (papel) y que en gel-agar
produce una banda de precipitacion con movilidad de alfa globulina
generalmente densa y gruesa; comienza casi en el pocillo no es --
muy incurvada y siempre queda lejos del canal del anticuerpo su--

perponiéndose en ocasiones parcialmente con la banda macroglobu-

lina alfaz.
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Otras variaciones en composicion:

1 Fredrickson, Levy y Lees (1967) describen una_
hiperlipoproteinemia a veces familiar y poco comin en la cual las
LBD adquieren una atipica baja densidad (1.006) debida a un anor-

mal contenido de triglicéridos..

En la fraccion de LMBD hay entonces dos componen—
tes; uno en LMBD normal y otra lipoproteina anormal con caracte
risticas de Apo LBD ( Quarfordt, Levy y Fredrickson 1971 ), esta
alteracion es conocida como Beta amplia o "Broad" porque debido_
a su baja densidad y su ancha banda vista en electroforesis difun-

de de la zona beta a la pre-beta.

2, Seegers ha reportado la presencia de una doble
beta lipoprotefna33; la variante de beta lipoproteina tiene diferente

movilidad electroforética y caracteristicas de tincién.

Al realizar la electroforesis se encontraron 2 bandas:
una densamente tefiida en la region beta lipoproteina y que corres-
ponde a la beta lipoproteina y la otra menos densamente tefiida y_
que tiene mayor movilidad hacia el anodo (zona pre -beta). Esto_
sugiere que hay una diferencia de cargas debido al incremento en_
la movilidad en papel; el componente ‘anormal tenia un tamafio ma-

yor como lo indica ( su movilidad menos anddica en gel-almidon ).
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A diferencia de la beta amplia el componente anormal
tiene mayor densidad (1.063-1.21), se demostré por inmunodifu- -
si6n que la fraccion LAD contenia ambos el esperado alfa iipopro-
tefna y beta lipoproteina por todo esto se confirma que ese compo
nente inmunolégico beta anormal diferente en carga, tamafio mole_

cular y densidad.

3 Las hormonas sexuales tienen un pequefio efecto
sobre las LBD, los andrOogenos tienden a incrementar y los estré-

genos a disminuir la relacién colesterol/proteina.

ALFA - LIPOPROTEINA
AISLAMIENTO Y PROPIEDADES DE LA PORCION PROTEICA

La porcién proteica de las LAD se obtiene por extrac
cién con solventes orgdnicos a baja temperatura; mediante estudios
por cromatografia en Sephadex se ha visto que se puede eluir una

clase de péptidos de la LAD,

La heterogeneidad de la Apo-A esta ahora mejor esta-
blecida aunque existe controversia en la naturaleza exacta y nime-
ro de polipéptidos; al separar por cromatografia en DEAE celulosa
se encontraron 2 polipéptidos con una composicién distinta de ami-

noacidos y nombrados de acuerdo a su residuo C-terminal como -
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II
R-glicina y R-treonina .
INMUNOQUIMICA

Las alfa lipoproteinas y su Apo-A son menos antigéni
cas que la‘s LBD, genefalmente el suero anti-alfa lipoproteina pre_
senta reacciones cruzadas. Se han descrito varios determinantes
antigénicos de las alfa lipoproteinas y se ha demostrado su hetero
geneidad molecular; Fredrickson y Levy en 1965 encontraron dos -
antigenos al hacerlos reaccionar con el suero anti LAD y fueron_
designados como LpA y LpB, el antigeno rico en lipidos migra --

mas hacia el anodo.

Grabar y Burtin5 describen a las lipoproteinas lentas
y rdpidas en gel-agar; las rdpidas tienen una movilidad de alfa1 -
globulina en papel; mayor densidad y menor concentracion de lipi-
dos 33 ¢ se caracterizd por su afinidad a los colorantes sudandfi-

los a nivel de seroalbimina y se tifie relativamente poco.
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HIPERLIPIDEMIAS

En la actualidad es la alteraciéon mas frecuente y la_
mas importante en la practica médica ya que tiene una incidencia
en los adultos entre el 10-15 %, se originan por diversas causas_

y su etiologia en muchos casos es desconocida.

HIPERLIPIDEMIAS PRIMARIAS. - Fredrickson y Lees_
(1965) han propuesto un sistema para la clasificacion de hi;;erlipo_
proteinemias en base a la separacion electroforéticasg. Ellos --
describen 5 tipos de fenotipos de lipoproteinemias, los cuales son
detectados por electroforesis de lipoproteinas, concentracién de co
lesterol ‘y triglicéridos. La clasificacién se ve simplificada por_
el hecho de que las alfa lipoproteinas apenas se modifican, sobre_

todo, no existe en la actualidad ninguna hiper alfa - lipoproteinemia

absoluta.

TIPO I.

Sinonimias: Hiperquilomicronemia, enfermedad de Bur
ger Grutz esencial, hiperlipidemia inducida por grasas, hiperglice
ridemia exégena. Es un fenotipo raro parece ser homocigoto pa-
ra un alelo mutante que controla la actividad del sistema lipolitico

requerido para la remocion de triglicéridos exogenos.
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CARACTERISTICAS SERICAS DEL TIPO 1

Aspecto del Electrofo- Ultracentri- Coles- Trigli- Curva to- Actividad

Suero resis fugacion terol céridos lerancia  lipoliti-
glicida  Posthep
Parte supe- Quilomi-- S; mds de Disminui
rior lecho- crones,be N M. A N
sa ta dismi—= 400, M. A. da ore-
nuida, pre
beta N o ducida.
L. A.
N = Normal
L.A = Ligeramente aumentado
M.A = Muy aumentado

CARACTERISTICAS CLINICAS. - Hepatoesplenomegalia,

Xantomatosis eruptiva y dolores abdominales.

INMUNOQUIMICA

Inmunoprecipitaciéon con anti-beta lipoproteina da un -

precipitado variable.



TIPO 1I
Sinonimias. - Hiperbeta lipoproteinemias de tipo fami-

liar, xantomatosis tendinosas, hipercolesterolemia esencial. -

Es la mutante mds comin que afecta las concentracio
nes de lipoproteinas; la pre-beta a medida que va perdiendo trigli
céridos se va transformando en beta lipoproteina que luego puede_
ser depurada y utilizada en el higado por el S R E. La escuela
sueca ha demostrado que en estos pacientes esta bloqueado el me-
canismo de depuraciop de la beta lipoproteina ocasionando su acu-

mulacion,
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CARACTERISTICAS SERICAS DEL TIPO 1II

Tipo Aspecto del Electro- Ultracen- Coles- Trigli- Curva to- Actividad

Suero foresis trifugacion terol céridos lerancia lipoliti-
glicida ca post-
hep
Ila claro o Beta A  5;0-20 M.A N N N
M. A.
turbio Pre-beta 20-400
N N.
400
N.
IIb  ligeramen- Beta A 0-20 M.A A N N
te lechoso A
Pre-beta  20-400
A A

Caracteristicas clinicas. - Dos tipos de xantomas: los
tendinosos en los extensores (tendon de aquiles, manos y pies) y_
los tuberosos en la superficie de los extensores (codos, rodillas y

manos y arteriosesclerosis acelerada).

/_\

Inmunoelectroforesis empleando suero anti-beta
Lipoproteina. - Parte superior suero control normal
inferior suero del paciente



PATRON ELECTROFORETICO DEL TIPO Ila y IIb

TIPO III.
Sinonimias. - Beta amplia, "broad", hiperbeta e hiper-

prebeta lipoproteinemia familiar.

Se demostrd que pertemece a una variante. genética; -
la mutante se comporta gen autosémico recesivo y se caracteriza
por la presencia de un complejo anormal de Apo beta lipoproteina
y triglicéridos, probablemente se debe a un bloqueo en la degrada

dacion de lipoproteina a nivel de las Sf 30.

CARACTERISTICAS SERICAS DEL TIPO III

Aspecto del Electrofo- Ultracen- Coles- Trigli- Curva to- Actividad
Suero resis  trifugacion terol céridos lerancia lipolitica
glicida post-hep.

Lechoso Banda ni Sf12-20 A M.A. Anormal N

ca M. A.
20-400 A
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Caracteristicas clinicas. - Xantomatosis de tipo palpe-
bral tendinoso y palmar; dolor abdominal en las crisis agudas, ar-
terioesclerosis en arterias periféricas y coronarias en estado avan
zado.

INMUNOQUIMICA

Inmunoprecipitacion intensa.

PATRON ELECTROFORETICO TIPO III
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TIPO 1V.

Sinonimias. - Hiperprebetalipoproteinemia, hiperlipemia .

inducida por hidratos de carbono, hiperlipemia endbgena.
Se comporta como una mutante autosOmica simple.

CARACTERISTICAS SERICAS DEL TIPO v

Aspecto  Electrofo- Ultracentri Coles- Trigli- Curva tole- Actividad
del resis fugacion  terol céridos lerancia lipolitica
glucidica post-hep.

Turbio Beta N o S,20-400A N o A M.A Anormal N
f
o L.D.
lechoso pre-beta A

Caracteristicas clinicas. - Xantomas eruptivos, lipemia
retinal, hepatoesplenomegalia. La obesidad y la diabetes se aso-
cian con frecuencia sobre todo en acidosis cuando la carencia de -

hidratos de carbono celular provoca lipolisis intensa.

INMUNOQUIMICA

Inmunoprecipitacion intensa, el patrén inmunoelectrofo

rético no se ha obtenido.



PATRON ELECTROFORETICO TIPO IV

38-39
TIPO V
Sinonimias. - Hiperlipoproteinemia mixta: endégena vy
exogena. Es una forma rara de hiperlipoproteinemia familiar y
esta caracterizada por la combinacion de los tipos I y IV, es de-

cir, con una dieta normal y después de 12 horas de ayuno hay un

aumento de quilomicrones y pre-beta lipoproteina en la sangre.

La forma familiar posiblemente sea homocigota o au-

tosOmica dominante.

INMUNOQUIMICA. - Inmunoprecipitacion intensa.

)
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CARACTERISTICAS SERICAS DEL TIPO V

Aspecto  Electrofo- Ultracen- Coles- Trigli- Curva de Actividad
del resis trifuga--  terol céridos toleran-
Suero cion

lipolitica

cia glicida post-hep.
Lechosos Quilomi--

Se 400 A A

M. A Anormal Disminuida
crones 20-400 A Anormal
Beta N 6

D
Pre-beta A

i,
S s et
LIFOFOTE

e

¥

[
PATRON ELECTROFORETICO TIPO V
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MATERIAL Y METODOS

Material biologico. - E1 material biologico utilizado fue

suero, obtenido de 57 personas, dividido en 2 grupos:

Grupo A. - 32 personas aparentemente sanas; 15 del -
sexo femenino y 17 del sexo masculino cuyas edades fluctuaron en

tre 13 y 48 afios.

Grupo B. - 25 personas con hiperlipoproteinemias; 16_
pacientes con el tipo IV (3 del sexo femenino y 13 del sexo mascu
lino), 2 pacientes con él tipo V (sexo femenino), 5 personas con el
tipo II (3 del masculino y 2 del sexo femenino), I del tipo Beta am-
plia o Il y 1 suero de una persona que presentaba una variante de

un tipo conocido.

Toma de la muestra.- La muestra de sangre fue obte

nida en condiciones basales (ayuno no menos de 12 horas).

Debe evitarse una actividad muscular excesiva antes
de la puncién, administracién de heparina o una situacién de stress,

ya que estos factores influyen en el metabolismo de los lipidos.

Algunos investigadores recomiendan hacer la determi
nacion en suero en vez de plasma ya que da mejores resultados -

para la separacién de las fracciones de las lipoproteinas. En ca
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so de utilizar plasma, debe usarse como anticoagulante EDTA enla
concentracion de 1 mg/ml, este evita los productos de oxidacién de

las lipoproteinas. No debe utilizarse suero hemolizado.

Almacenamiento. - Las determinaciones deben efectuar
se en sueros frescos, el almacenamiento por mas de 24 horas en
refrigeraciéon a 4° C produce un incremento de alfa lipoproteinas

un decremento de la pre-beta lipoproteina a los 7, 14 y 21 dias.

En congelacién se observ6 un incremento de los quilo

micrones y decremento de las pre-beta lipoproteinas. Los resul
. " ... 13 ;

tados del trabajo realizado por Messerschmidt” = sostienen que de-

be evitarse la congelacion y la refrigeracion por mds de 24 horas.

Los sueros utilizados para la obtencion de patrones -
normales de lipoproteinas por inmunoelectroforesis se escogieron_

teniendo como criterio la normalidad de:

1. Lipidos totales

2. Colesterol

3. Triglicéridos

4. Electroforesis de lipoproteinas
y al comprobar que €stos se encontraban dentro de. los limites de
la normalidad, se procedi6 a la determinacion de lipoproteinas --

por inmunoelectroforesis en acetato de celulosa.
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Los patrones asi obtenidos se tomaron como normales
y se compararon con los obtenidos de personas con hiperlipoprotei

nemia.

METOD O S

INMUNQOE LECTROFORESIS DE PROTEINAS EN ACE--
TATO DE CELULDSA6. ( Técnica original publicada por Spinco -
Division of Beckman Instruments Inc., Stanford industrial Park - -

Palo Alto, California. Agosto 1967 ).

Fundamento. - El analisis inmunoelectroforético combi
na dos técnicas: la electroforesis y la inmunodifusion. En la in-
munoe lectroforesis los anticuerpos precipitantes se unen a sus co-
rrespondientes antigenos para formar arcos de precipitacién; cada_
antigeno produce un arco independiente debido a la especificidad vy

sensibilidad de la reaccion de precipitacion.

Equipo:
a). Camara de microzona
b). Fuente de poder
c). Aplicador de la muestra
d). Micropipeta ( aplicador del inmunosuero )

e). Celdilla para el lavado de proteinas



).

g)-
h).

i)
1
k).
1).
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Sistema impresor ( platos para imprimir y rodi
llo )

Puente

Membranas de acetato de celulosa (de la Casa_
Beckman).

Horno a una temperatura de 80-100° C.
Papel secante
Pinzas

Micas

Reactivos:

a).

b).

C)s

Amortiguador Veronal (Barbital), con una fuerza

ionica de 9.9375, pH 8.6.

Dietilbarbiturato de sodio. . . . . 15.40 g
Acido dietilbarbitirico. . . . . .. 2.76 g
Agua destilada c.b.p. . . . . . - 2000 ml

Solucion colorante:

Rojo Ponceau S. . . . . . . TP 0.5 g
Acido tricloroacético. . . . . . .. 7.5 g
Acido sulfosalicilico. . . . . . . . 75 g
Agua destilada c.b.p. . . . . . = 250 ml

Solucion decolorante
Acido acético. . . . . . . . . i 5 ml

Agua destilada. . . .. . . oo o 95 ml
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d). Solucion fijadora
Alcohol etilico absoluto

e). Aceite mineral

f). Eter de petrdleo

g). Suero anti-humano polivalente (Hyland)

Procedimiento:
L Llenar la celdilla electroforética con la solucion
amortiguadora hasta el nivel, evitar que el amortiguador moje el -

centro de particion de la celdilla o alrededor del sifon; taparla.

2. Colocar el puente abierto sobre un vaso.

3. Colocar la membrana de acetato de celulosa en_
el amortiguador para que se sature de la solucién durante 20 minu

tos antes de iniciar la electroforesis.
4.  Colocar los platos de impresion de relieve.

5 Remover la membrana de la solucion amortigua_

dora, quitar el excedente del liquido entre secantes.
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6. Colocar la membrana en el plato inferior de im
presioén, alinedndola con los 3 postes de referencia, después se -
coloca el plato superior de irﬁpresién acoplandola con la parte in-
ferior.  Presionar el rodillo hacia abajo ( produce impresion for

mando un canal en la membrana de acetato de celulosa ).

s Colocar la membrana en el puente, cerrar éste_
y pasarlo a la celdilla asegurando que las puertas de la membrana
estén sumergidas en el amortiguador sin tocar alguna superficie de
ella; cerrarla inmediatamente ; esperar 5 minutos para asegurar el

equilibrio del puente electroforético.

8. Aplicar 1 ul de suero, el aplicador equivale a -
0.5 ul (por lo que se aplica 2 veces); hacer las aplicaciones en -
las posiciones 1, 3, 5 y 7 para 4 canales en el caso de usar 3 ca_

nales en las posiciones 3 y 6 (10 segundos).
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R\\fm\or.

9. Tapar la celdilla, encender la fuente de poder, -

aplicar voltaje constante 150 V durante 40 minutos.
10. Desconectar la fuente de poder.

11. Llenar la micropipeta con antisuero, cortar los
extremos de la membrana con una navaja para mejorar la absor-
cion y depositar el anti-suero uniformemente a lo largo de la ca-

naladura; dejar 5 minutos. Nota: evitar la formacion de burbujas.
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12. Remover la membrana del puente y sumergirla
en ACEITE MINERAL evitando formacion de burbujas. Dejar la_
membrana en aceite por 66 a 72 horas para 3 canales y de 20 a -

24 horas para 4 a una temperatura de 16 a 27° (-

13. ENJUAGUE Y LAVADO DE LA MEMBRANA. Es
currir el aceite de la membrana; enjuagar dos veces con éter de

petrdleo durante periodos de 30 segundos.

14. Colocar la membrana en el puente, pasarlo a una
bandeja con solucion salina isotbnica, lavar 3 veces y mantener la

agitacion magnética por 15 minutos (durante 3 veces).

15. Pasar la membrana ayudado de unas pinzas en -

el colorante durante 7 minutos.

16. Lavar el exceso de colorante con acido acético_

al 59 hasta decoloracién completa del fondo.



17,

1 a 2 minutos.

18.

19,

20.
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Colocar la membrana en la solucion fijadora por

Secar la membrana entre secantes.

Enmicarla.

Estudiar los patrones a través de la luz.

INMUNOE LECTROFORESIS DE LIPOPROTEINAS EN ACETATO DE

CELULOSA

Fundamento. - Es igual que en la inmunoelectroforesis

de proteinas.

Equipo. - Es el mismo equipo de la inmunoelectrofore

sis de proteinas, solo varia la membrana de acetato de celulosa -

( Sepraphore III de la casa Gelman ).

Reactivos:

a).

b).

Amortiguador Veronal (Barbital)

La misma preparacion, ver inmunoelectroforesis
de proteinas.

Solucidn colorante.

Rojo 7Bs s &« o o v & & s 0.1 ¢g
Alcohol etilico, . . . . . . 60 ml

Agua destilada. . . . . . 40 ml



S

d).

e).
)

g)-
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Ponerla a reflujo durante 15 minutos.

Debe prepararse inmediatamente antes de ser -
usada; se coloca la membrana en la solucién co
lorante a una temperatura aproximada entre - --
40-45° C. Nota: Se utiliza sin filtrar.

Solucion decolorante:

Hipoclorito de sodio. . . . . . . 2 ml
Acido acético all5 %. . . . . « 98 ml
Se prepara en el momento de usarse

(se utiliza una vez).

Solucion aclarante

Dimetilformamida. . . . . . . . 30 ml
Agua destilada c.b.p. . . . . .. 100 ml
Aceite mineral

Tolueno

Suero anti-humano polivalente (Hyland) y suero -

especifico anti-beta lipoproteina (Hoeschst).

Procedimiento. - Los pasos 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 son_

iguales que en la inmunoelectroforesis de proteinas.

8.

Aplicar 2 ul de suero ( se aplica 4 veces ) en_

las posiciones 1, 3, 4, 7 para 4 canales.
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Los pasos 9 y 10 son iguales.  Ver inmunoelectrofo

resis de proteinas.

11, Aplicar con la micropipeta 30 ul de antisuero;-

dejar 5 mijnutos.

12. Remover la membrana del puente y sumergirla
con Aceite mineral., Dejar la membrana en aceite por 66 a 72 -
horas para 3 canales y de 20 a 24 horas para 4 a una temperatu-

ra de 38° C. -

13. ENJUAGUE Y LAVADO DE LA MEMBRANA. Es
currir el aceite de la membrana; se enjuaga una vez con tolueno -

durante 2 minutos.

El paso 14 es el mismo, ver inmunoelectroforesis de
proteinas.
15. Se debe colocar la membrana en el colorante du

rante 16-24 horas a 37° C.

16. Lavar el exceso de colorante con agua de la lla

ve hasta que no lo arrastre.

17. Pasar la membrana a la solucion decolorante y
observar como ocurre la decoloracion; cuando desaparecen las ga-

mma globulinas se saca la membrana ( 1 minuto ).
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18. Pasar la membrana a la solucion aclaradora du-

rante 5 minutos. Nota *

19. Montar la membrana en placa de vidrio y llevar
al horno a una temperatura de 80-1)00o C aproximadamente durante

15 minutos hasta obtener transparencia completa.
20. Dejar enfriar y enmicar.

21. Etiquetar la membrana y estudiar los patrones_

a través de la luz.

NOTA: * Este paso no se encuentra en la técnica original pero
se deseaba conservar la determinacién y ademais una

mejor presentacion.

DETERMINACION DE LIPIDOS TOTALES
( Método de Zollner y Kirsch K ).

Fundamento: EI suero se desproteiniza, previamente
se calienta con acido sulfirico a 100° C y los productos de degra
dacion de los lipidos se tratan con el reactivo acido fosforico - -
vainillina.  Los lipidos del suero producen una coloracion rosa -

que se determina por fotocolorimetria.

Material:
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a). Fotocolorimetro ( Leitz )
b). Pipetas de 2, 5 y 10 ml
c). Micropipeta de 50 lambdas
d). Tubos de 13 x 100 mms
e). Bafio de agua hirviente

Material biol6gico: Suero sanguineo

Reactivos:

a). Acido fosforico

b). Vainillina

c). Acido sulfirico 95-97 %

d). Solucién patrén de lipidos, conteniendo 1000 mg%

Preparacion:
Reactivo de color.  Acido fosforico 11.9 m
Acido fosférico. . . . . . . . 116.6 g
Agua destilada c.b.p. . . . . 100 ml
Vainillina 0.008 M
Vainilling, . « ¢ o « o & « » 1.224 g
Agua destilada c.b.p. . . . . 1000 ml
Mezclar a volimenes iguales ambos reactivos. Nota:
Tanto el reactivo de color como el patron son de uso

inmediato.
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Procedimiento: En tubos marcados a medir:

Blanco Patron Problema
Solucion patrén --- 0.05 ml ---
Suero i s 0.05 ml
Acido sulfirico 95-97 % —== 2,0 ml 2.0 ml

Mezclar bien, calentar 10 minutos en agua hirviente
enfriar en agua; de esta mezcla reactiva poner en un tubo de en-

saye limpio:

Blanco Patron Problema
Mezcla reactiva s 0.1 ml 0.1 ml
Acido sulfirico 95-97 ¢ 0.1 ml == =
Reactivo de color 2.0 ml 2.0 ml 2.0 ml

Mezclar bien y pasados 40 a 50 minutos, comparar las
absorbancias del problema y del patrén con el blanco a una longi-

tud de onda de 535nm.

Calculos:

Absorbancia del problema x Conc. del patrdn
Absorbancia del patrdn

= mg % de Lipidos

Valores Normales: 600 - 1000mg %
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DETERMINACION DE COLESTEROL 4742

( Método de Babson, Shapiro y Phillips )

Fundamento: EI colesterol es extraido del suero con
alcohol-éter el que se mezcla con gel de hidroxido de aluminio --
(Seramox) adsorbente inerte que elimina la interferencia de la bili
rrubina.  El extracto centrifugado se trata con cloruro férrico y
acido sulfirico dando un color que es lineal por lo menos en 500 -
mg%, de colesterol.  Para determinar los ésteres de colesterol se

hace una precipitacion con digitonina.

Material:

a).. Fotocolorimetro ( Leitz )

b). Pipetas de 5 a 10 ml

c). Micropipetas de 100 y 250 lambdas
d). Tubos de 13 x 100 y 18 x 150 mms

e). Bafio de agua fria
Material biologico: Suero sanguineo

Reactivos:

a). Alcohol-éter

b).  Acido sulfiirico concentrado
c). Cloruro férrico

d). Acetato de etilo



e). Patron: Serachol comercial ( 346 mg % )
Preparacion:
Reactivo de color
Cloruro férrico (Fe C13. 6 H20).... 100 mg
Acetato de etilo Q.P . . . . . . . 100 ml
Protegerlo de la luz.

Procedimiento:

a). Marcar tubos de 13 x 100 patron, blancos de -
reactivos y suero problema.

b). Colocar 0.1 ml (100 lambdas), 0.1 ml de Sera-
chol para el patrén y 0.1 ml de agua destilada_
para el blanco.

c). Afiadir 1.5 ml de reactivo de extracci6nen cada
tubo.

d). Anadir 60 mg de gel de hidroxido de aluminio.

e). Agitar muy bien y dejar reposar 5 minutos.

f). Centrifugar a 1500 rpm durante 3 a 5 minutos

g). En tubos de 18 x 150 mms medir 0.025 ml del
extracto y 1.5 ml de reactivo de color, mezclar.

h). Afadir a cada tubo 1 ml de 4cido sulfirico con-
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centrado estratificando, agitar el tubo para mez

clar, dejar 20 minutos en bafio de agua fria.



s

i). Leer la absorbancia del patrén y del problema
en una longitud de onda de 550 nm, contra blan

co de reactivos.
Calculos:

Absorbancia Problema x Conc. del patrdn

= = mg % de colesterol
Absorbancia del Patron total

Valores Normales: Colesterol Total 125 a 250 mg %

Esteres de colesterol 50-75 % de colesterol
total

TRIGLICERIDOS GLICEROL Y GRASAS NEUTRAS* ™23
( M. Eggstein y F.H. Kreutz )

Determinacion Enzimatica de Glicerol y Trigliceridos

en Suero ( Ultravioleta con NADH ).

Fundamento: Los triglicéridos mediante la saponifica
cién son hidrolizados en acidos grasos y glicerol libre. EI glice
rol es fosforilado con ATP en una reaccion catalizada por la enzi-
ma gliceroquinasa ( GK ) obteniendo como producto L-glicerol-I- -
fosfato y ADP.

Mediante otra reacci6n enzimatica catélizada por la -

piruvato quinasa el ADP reacciona con el fosfoenolpiruvato obte- -
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niendo como producto piruvato y ATP, posteriormente el piruvato
mas NADH2 reaccionan catalizados por la deshidrogenasa ldctica, -

se produce lactato y NAD.

La cantidad de NADH2 consumida durante la reaccion
es proporcional a la cantidad de glicerol presente en la muestra. -

El NADH puede ser medido por su absorbancia a 340 o 366 mu.

REACCIONES EMPLEADAS EN LA DETERMINACION ENZIMATICA
DE GLICEROL

(1)
O
CHzo- <- fi ChooH K- QoK
CH % cH O R% CQOH
b o 3
CF\Z‘O—C,—R CH O N- COOH
1
0O
Triglicéridos Glicerol Acidos grasos

( 2 ) FOSFORILACION DEL GLICEROL LIBRE O\'\

§I—\z—OH CHZ O~ P o
CA-OH +RTP gk ‘cw—own O% +AW
) 7 |

C\'\L'OH C“'\ ~-OH

L i‘l(erol - Sosfato,
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( 3 ) REACCION ENZIMATICA AUXILIAR

co, © -
c\;‘-«0~'\7=0 +ADP "= o C\_=Q + A
‘C_ \-\‘z Qo C\-\j
Fosfoenolpiruvato Piruvato
( PEP )

( 4 ) REACCION ENZIMATICA FINAL

O, CcOOM

2 \
20 +naDy —2h wc-ou ¥ NAD
2 \

. CH}

By,
/\c ido La:c‘\Z\'CO

Reactivos:

a). Amortiguador

b). NADH / ATP / PEP

c). LDH / K

d). GK

e). Sulfato de magnesio 0.15 M

f). Hidréxido de potasio 0.5 N en etanol

Preparacion:
a). Amortiguador ( 0.1 M trietanolamina, pH 7.6, -
MgSO4 0.004 M ). Se disuelve el contenido de

la botella No. 1 con 150 ml de agua destilada. -



b).

d).

).
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La solucién es estable a temperatura ambiente _
durante 2 meses.

NADH/ATP/PEP ( NADH 0.006 M, 0.033 M ATP,
PEP 0.0l11 M ) se reconstituye el frasco No. 2 _
con 2 ml de agua destilada. La solucién es es
table a temperatura de refrigeracion durante un
afo.

LDH/PK ( LDH 2 mg, 1 mg PK/ml ). Se uti-
liza la suspension del frasco 3 sin diluir. Es_
estable a temperatura de refrigeracion durante -
un afo.

GK (2 mg de GK/ml ).

Se usa la suspension del frasco 4 sin diluir, es
table a temperatura de refrigeracion durante un_
afio

Potasa alcohdlica ( 0.5 N )

Hidr6xido de potasio. . . . . . 3.3 g
Agua bidestilada. . . . . . . . 10 ml
Etanol c.b.p. . +. « « v + + . 100 ml

Sulfato de magnesio 0.15 M
MgSO4 STH @ o = & & o & o 3.7 g

Agua destilada c.b.p. . . . . . 100 ml
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Premezcla: 13 ml de a)
0.5 ml de b)
0.1 ml de c¢)

NOTA:
: Mediante la saponificacion obtenemos glicerol de

los triglicéridos, en la sangre tenemos glicerol libre en una canti-
dad constante aproximadamente 1 mg % ( 10 mg % triglicéridos ),
por lo tanto no necesitamos saponificar para determinar glicerol li
bre.

De este modo este método nos determina glicerol

total ( glicerol de triglicéridos mas glicerol libre ). -
PROCEDIMIENTO:

a). Pipetear 0.2 ml de suero

b). Pipetear 0.5 ml de KOH ( saponificacion )
Mezclar e incubar en bafio marfa a 550 C-700C
durante 30 minutos.

c). Dejar enfriar a temperatura ambiente.

d). Pipetear 1 ml de MgSO4, mezclar y centrifugar.

DETERMINACION DE LA MUESTRA
e). Pipetear 0.2 ml del sobrenadante
f). Pipetear 1.05 ml de la premezcla ( reactivos a,

b; €) Leer a los 10 minutos E; en densidad



g)

NOTA:

optica ( blanco de aire ) a 365 mu.

Pipetear 0.0l ml de la suspension d). Leer a
los 10 minutos E, en densidad optica contra - -
blanco de aire a 365 mu. ‘

Todas las cantidades son para la determinacion

CALCULOS:

semimicrométodo.
El volumen total macrométodo = 3.14 ml
El volumen total micrométodo = 1.27 ml

La diferencia es menor del 1 % y no produce -

error y por lo tanto el factor o factores usados en la macro pue-

den ser usados en la semi-micro.

GLICEROL TOTAL

A DO x V x PM x 8.5°mgd,
Coeficiente de absorbancia x trayectoria de x Vm la
luz D
X
ADO: .« . o w Diferencia de lecturas
VR At Volumen total 3.14 ml
PMa & o 5 & @ Peso molecular del glice-

rol = 92

Coeficiente de absor- 3.30 cmZ/u mol a 366 mu
bancia. . . . . . 6.22 cm2/u mol a 340 mu
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D vow o s s Trayectoria de la luz =1 cm
Vm . . . . .. Volumen de la muestra .=
0.50 ml

FACTOR PARA EL GLICEROL TOTAL DERIVADO DE LA FOR

MULA

a 366 mu D.O. x 149 mg %
a 340 mu D.O. x 78.6 = mg %

AD.O = E, -E2

Triglicéridos

( Glicerol total mg %4mg%) x 9.62 - triglicéridos mg%,

Factor 9.62 se deriva de la relacién entre el peso mo
lecular de triglicéridbs ( 885 ) y el peso molecular del glicerol --
(92).

885
—92 - 9.62

Valores normales: 74-172 mg ¢

DETERMINACION DE LIPOPROTEINAS POR ELECTROFORE -
= 12-13-20-21-40

( Método: Electroforesis en microzona )

Fundamento:
El principio de la electroforesis se basa en'el

movimiento de particulas ( lipoproteinas ) en un campo eléctrico,
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utilizando como medio de soporte la membrana e acetato de celu
losa |

Material:

a). Camara de microzona

b). Densitometro

c). Refrigerante

d). Aplicador Beckman

e). Membranas de acetato de celulosa, Sepraphore

III de la Casa Gelman
f). Papeles absorbentes

g). Pinzas y micas

Reactivos:
a). Amortiguador Veronal (Barbital), con una fuerza

i6nica de 0.075 y pH 8.6.

Dietilbarbiturato de sodio. . . . 15.40 g
Acido dietilbarbitirico. . . . .. 2,76 g
Agua destilada c.b.p. . . . . . 1000 ml

b).  Solucién colorante Rojo Oleoso 0

Rojo oleoso 0. . . . . . . oo lg
Alcohol metiflico. . « + « « + o 700 ml
Agua destilada. . . . . . . . o 300 ml

Ponerla a reflujo durante 15 minutos, se utiliza



c).

d).

_79-

sin filtrar se conserva a 37°C, el colorante pue
de ser reusado hasta 2 veces; se puede conser --
var sin usar hasta 1 semana.

Solucién decolorante.

Hipoclorito de sodio. . . . . 2 ml
Acido acético al 15 %. . . . 98 ml

Se prepara en el momento de usarse ( sélo se_
utiliza una vez ).

Solucién aclaradora:

Dimetilformamida al 30 %

Dimetilformamida. . . . . . 30 ml

Agua destilada c.b.p. . . . .. . 100 ml

Material biolégico: Suero sanguineo

Procedimiento:

1.

Colocar la membrana Sepraphore III de la Casa
Gelman en el amortiguador para que se sature-
de la solucion durante 20 minutos antes de ini-
ciar la electroforesis.

Sacar la membrana utilizando pinzas y secar el
exceso de liquido con 2 papeles absorbentes.

Colocar la membrana en el punto de referencia
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11.
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Se conecta durante 5 minutos para que se satu-
re la camara.

Aplicar 1 ul de suero por medio del aplicador -
Casa Beckman (se aplica 4 veces ya que cada --
aplicacion equivale a 0.25 ul ).

Encender la fuente de poder y retirar la mem--
brana en caso de que toque las paredes de la -
celdilla.  Se lleva a 200 voltios de 30-45 minu
tos ( 40' ).

Apagar la fuente de poder y retirar la membra-
na con las pinzas colocdndola de inmediato en el
colorante.

La membrana se deja incubar en el colorante a
37 % C. de 14-24 horas.

Lavar el exceso de colorante con agua destilada,
hasta que no haya colorante sobre la membrana
de 3-5 minutos.

Pasar la membrana a la solucién de hipoclorito
acético y observar su decoloracién que ocurre de
1 a 2 minutos. Nota *

Pasar la membrana a la solucion de dimetil for
ma mida al 30 @ durante 5 minutos.

Montar la membrana en una placa de vidrio cui
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dadosamente lavada.

12. Se lleva al horno ( 85-100° C ) aproximadamen-
te 10 a 15 minutos el tiempo necesario para su
transparencia completa.

13. Se deja enfriar un poco y se enmica.

14. Se lleva la mica al densitometro ( Analytrol ), se
obtiene la grafica y se calculan los porcentajes_

de cada fraccion.

Calculos:

El densitometro mide y registra la intensidad de la -
luz que pasa a través de cada fraccion en la muestra obteniéndo-
se una curva de densidad. El drea bajo esta curva es proporcio
nal a la cantidad de colorante y €ste a su vez a la concentracion_

de lipoproteinas presentes.

La densitometria se lleva a cabo en el Analytrol Mi-

crozone Scanning Atachment Modelo R-102.

La membrana enmicada se coloca en el carro, que -
tiene una rendija o abertura de 66 mm de longitud por 13 mm de
anchura. EIl motor tiene una potencia de 6 rpm. La velocidad

de medicion es de 48 mm por minuto.

Se ajusta a cero utilizando lecturas en una linea base
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(cero en la hoja de matricula) y a 8 en el extremo.

A partir de la grafica obtenida se calculan las frac--

ciones y se reporta en porcentaje.

Valores Normales:
Fraccion beta: 59 + 6
Fraccién pre-beta:17 + 4

Fraccion alfa: 27 4 5

NOTA *

La decoloracion es un paso critico ya que se podrian

decolorar las fracciones lipoproteicas.



RESULTADO S



LIPIDOS EN SANGRE

No. Sexo Edad Lipidos Trigli- Coles- BETA PRE-BETA ALFA
Totales céridos terol

mg% mg¥%  mg}k % % %
1 F 42 1054 140 218 71.86 12,30 15.84
2 F 38 918 97 188 64.53 20.39 15:13
3 F 40 912 126 237  61.53 12.82 25.64
4 F 39 832 112 198 60.34 13.80 25.86
5 F 35 770 120 244 60.22 22.72 17.04
6 F 41 768 105 241 60.00 12.00 28.00
7 F 30 728 133 228 59.90 13.90 26.30
8 F 38 710 65 208 59.28 21.34 22.39
9 F 33 702 76 148 59.13 24.73 15.04
10 F 40 650 145 210 58.30 14.60 27.10
11 F 22 600 40 198 56.33 16.90 27.76
12 F 40 583 157 182 55.93 5.08 38.98
13 F 34 571 111 175 55.45 25.67 18.91
14 F 40 540 58 203 50.00 20.00 30.00
15 F 22 480 62 156 50.00 18.75 31.25
16 M 48 1118 148 168 73.80 8.72 17.44
17 M 17 917 97 196 68.75 12,50 18.75
18 M 13 760 76 167 65.13 17.26 19.60
19 M 28 752 108 217 62.86 11.43 25.71
20 M 38 750 90 148 60.80 17.40 21.80
21 M 28 714 65 217 60.40 10.80 28.80
22 M 22 690 70 188 58.90 16.10 25.00
23 M 32 670 100 190 57.45 17.02 15.53
24 M 38 650 80 190 57.12 17. 40 25.73
25 M 47 650 119 157 55.78 15.36 28.95
26 M 16 646 62 108 55.17 17.24 27.58
27 M 13 640 36 181 53,90 21.70 29.39
28 M 40 640 143 209 52.20 15.40 32.40
29 M 46 624 68 219 50.00 22.90 27.10
30 M 16 552 86 180 48.75 20.00 33.25
31 M 18 552 68 154 48.15 14.81 37.04
32 M 15 490 78 146 36.10 63.90
NOTA: Los valores obtenidos se ordenaron en forma decrecien

te tomando como referencia la concentracién de lipidos
totales’. Beta lipoproteina.



-85_

Se determinaron mediante calculos estadisticos la me

dia aritmética y la desviacion estandar.

Lipidos totales M = 721 en mujeres D.S = 159
M = 787 en hombres D.S = 170
Triglicéridos M = 103 en mujeres D.S = 36
M = 87 en hombres D.S = 29,1
Colesterol total M = 202 en mujeres D.S = 29
M = 178 en hombres D.S = 33.5
BETA Lipoprotei
na M = 58.84 en mujeres D:.8 = §.3
M = 56.76 en hombres D.S = 6.9
PRE-BETA M = 16.98 en mujeres D.S = 5.6
M = 15.06 en hombres D.S = 3.7
ALFA M = 24,98 en mujeres D.S = 6.9
M = 18.40 en hombres D.S = 10.90

CALCULOS ESTADISTICOS

. _=f
n
M = Media aritmética
£t = Suma de los valores obtenidos
n = Nimero de pacientes

J&(f-M)
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D.S = Desviacion estandar

£ ()

Sumatoria de las diferencias al cuadrado

n-1 = Nimero de pacientes - 1 (ya que n< 100)

COMENTARIO:

La concentracion de lipidos totales, fue mayor en los
hombres que en las mujeres; esto se explica, ya que esta regula-
da por factores hormonales.

No encontré grandes diferencias entre las concentra--

ciones de las fracciones lipoproteicas.
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RESULTADOS Y COMENTARIOS

El resultado de la adaptacién de la técnica se puede

resumir en los siguientes puntos:

1, Reproducibilidad del método.

2.  Obtencion de los patrones normales inmunoelec-
troforéticos de lipoproteinas.

3.  Obtencién de los patrones inmunoelectroforéticos
de los tipos de hiperlipoproteinemias segin - --

Fredrickson.

1.- Reproducibilidad del método. - Se comprobd en la
forma usual aplicando una muestra varias veces en las distintas po
siciones ( 1,3,5 y 7). La figura 1 y 2 nos muestran un patrén in
munoelectroforético de suero normal obtenido con suero antihumano

polivalente y tefiido para proteinas y lipoproteinas respectivamente.
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FIGURA 2

2.- Patrones normales de lipoproteinas por inmuno-
electroforesis en acetato de celulosa.- La identificacién e interpre
tacion de los constituyentes lipoproteicos se determind aplicando -
el siguiente criterio:

a). Movilidad electroforética
b). Especificidad inmunoquimica
c). Afinidad por los colorantes
Mediante el andlisis inmunoelectroforético se determi

naron las tres clases de lipoproteinas.

BETA LIPOPROTEINAS

El anilisis inmunoelectroforético se realizé con la be
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ta lipoproteina nativa.

La beta lipoproteina se encuentra en la region de las
beta globulinas, donde aparentemente se encontraron 3 constitu- -

yentes proteicos:

1. Transferrinaé, por lo gereral produce una banda
extensa cerca del camal del anticuerpo; debido a el exceso de anti
geno se produce un ensanchamiento del arco de precipitacion el --
cual no se tifie con los colorantes del Sudan ( Rojo 7B ); sino que_

fue detectado por la tincion para proteinas. Ver figura 3.

24 Homopé xina®

, produce un arco extenso y claro_
con una curvatura bastante marcada y se tifie con colorantes para

proteinas.  Ver figura 3.

3. Beta Lipoproteina.- La beta lipoproteina reaccio
na inmunoquimicamente con suero anti-humano polivalente y con -

suero especifico anti-beta lipoproteina.

Con el suero anti-humano polivalente produce un arco
de precipitacion que se tifie con los colorantes de Sudian, aunque
también es detectada con colorantes para proteinas. Este arco -

2

de precipitacién tiene una movilidad electroforética de 1.1 cm”. -

volts~1, seg'l, comienza casi en el punto de origen no es muy in
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curvado y siempre queda lejos del canal del anticuerpo.

Con el suero especifico anti-beta lipoproteina produce
un arco que en su extremo anddico se subdivide en 2 lineas. Ver

figura 3,4 y 14.
Transfersi na q“ou’m na_ Re-A\b.

e

M emopeia, ARREE e et

Be*q “ ° Fre- beta)
v‘b\’e(V\ .
FIGURA 3

Patr6n normal de proteinas por inmunoelectroforesis, obtenido
con suero anti-humano polivalente.

PRE-BETA LIPOPROTEINA ( ALFA, LIPOPROTEIMA ).

2

El analisis inmunoelectroforético se realizé con la pre

beta lipoproteina nativa.

Se encuentra en la region electroforética de las alfa2

globulinas, donde encontramos 2 constituyentes:

1 Haptoglobulina, produce un arco de precipitacion
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fino pero claro con una curvatura bastante marcada y se encuen--

tra proximo al canal del anticuerpo.

2, PRE -BETA LIPOPROTEINA ( ALFAZ-LIPOPRO--
TEINA ). -

Produce un arco de precipitacién que se tifie con los
colorantes de Sudan ( Rojo 7B ), la pre-beta reacciona inmunoqui

micamente con suero anti-humano polivalente y con suero especifi

co anti-beta lipoproteina.

Con el suero anti-humano polivalente da una reaccién
de identidad parcial con la beta lipoproteina nativa, esto se debe_

a que tienen determinantes antigénicos comunes. Ver figura 5.

La pre-beta lipoproteina reacciona con el suero espe-
cifico anti-beta lipoproteina dando una reaccion de identidad. Ver -

figura 14.
ALFA LIPOPROTEINA

El andlisis inmunoelectroforético se realizé con la al

fa lipoproteina nativa.

Se encuentra en la region electroforética de las alfal
globulinas.

La alfa lipoproteina produce un arco de precipitacion
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que se tifie levemente con los colorantes, se encuentra a nivel de
la albdmina. Ver figura 3 y 5. Tiene una movilidad electroforé
tica de 5.9 cm? volts™! x seg'l ver figura 4; reacciona inmunoqui

micamente con el suero anti-humano polivalente y con el suero es-

pecifico anti beta lipoproteina no reacciona.

PATRONES NORMALES

MOVILIDADES ELECTROFORETICAS

Bek Pee-Data Alfa_

[}

! \
| |
! |
| |
|

| !

® l

o.4 1.2 2.9 owm.

( = l ﬁ ‘ ’<£ &y ‘A<lb5(nina

Determinacién de las movilidades electroforéticas

Formula d = i
I s pxmas s (1)
dl = Vit & s & 5 % o s (2)
- dl
u = e 3
= (3)
. e 0.4x14.3 -5 .2 -1 -1
Beta lipoproteina = ———— = 1.1x10 Volt
oy 200 x 2400 XD e Yols keg
1.2 x 14.3

: o _ - 2 -1 e |
Pre-beta lipoproteina = = 3.5x10 5 1t
pop 200 x 2400 X cm Volts “seg



. R 2.0 x 14.3 . -5 2 =
= e : 10
Alfa lipoproteina 200 x 2400 5.9x cm Volts “Seg

TABLA DE MOV ILIDADES ELECTROFORETICAS

Componentes lipoproteicos Movilidades electrofo- Amplitud
del suero normal humano réticas 10-Scm? Volts~ del
seg'1 arco cm
Beta lipoproteina 1.1 1.7
Pre-beta lipoproteina 8.5 1.3
Alfa lipoproteina 5.9 1.2

Valores obtenidos de los sueros de 32 personas apa--
rentemente sanas.

FIGURA 4

INMUNOELECTROFORESIS DE  LIPOPROTEINAS
Km‘m’v\ A-‘ v AQ?\\“‘\ A&ka

jbejcia_ g Yl N

Patrén inmunoelectroforético obtenido con antisuero -
polivalente empleando como antigeno un suero normal; tefiido con_
Rojo Ponceau S.
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Patrén inmunoelectroforético de lipoproteinas emplean
do suero anti-humano polivalente y como antigeno un suero normal.
Obsérvese las caracteristicas diferenciales de los dos patrones in-
munoe lectroforéticos y la correspondencia de la beta lipoproteina -
con la beta globulina y la pre-beta lipoproteina con la alfa2 lipo--
proteina.

FIGURA 5

3. PATRONES INMUNOELECTROFORETICOS DE :-
LOS TIPOS DE HIPERLIPOPROTEINEMIAS PRIMARIAS SEGUN - --
FREDRICKSON, L

LIPIDOS EN SANGRE TIPO Ila

No. Sexo Edad Lipidos Triglicé- Coles- BETA PRE-BETA ALFA

totales ridos terol

mg%  mgf  mg% % % b
1 F 47 891 140 318 100 - -
2 F 59 800 162 223 73.60 10.40 15.90
3 F 65 405 40 163 71.00 13.20 15.80
4 M 60 1000 168 280 86.00 10.00 4.00
5 M 50 960 154 275 77.55 12.24 10.24
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TIPO Ila.- Este tipo se caracteriza por un aumento_
en la concentracion de las beta lipoproteinas observandose un arco
de precipitacion que presenta un ensanchamiento en el vértice,con
movilidad y amplitud mayor que la beta lipoproteina normal y ma-

yor afinidad por el colorante Rojo 7B. Ver figura 7 y 6.

Al reaccionar con suero especifico anti-beta lipopro-
teina da un arco de precipitacion con mayor amplitud ( dependien-

do de la concentracion del antigeno ).

La pre-beta lipoproteina conserva su movilidad elec--
troforética, sin embargo la amplitud del arco disminuye al aumen

tar la concentracion de la beta lipoproteina; ver figura 7 y 8.

TIPO 1II
LIPIDOS EN SANGRE TIPO 1II

No. Sexo Edad ‘pridos Triglicé- Coleste- BETA PRE-BETA ALFA
totales ridos rol

mg% mg% mgh % % %

1 F 44 6870 5100 970 BETA AMPLIA
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FIGURA 6

Patron inmunoelectroforético de lipoproteinas corres-—

pondiente al tipo Ila, obtenido con suero anti-humano polivalente.
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FIGURA 7



TIPO 1Ila

MOVILIDADES ELECTROFORETICAS

> O
Ol — — - =

3 (4 2.0 <wm .

> 3 <, |, N ]

Férmula d = Vi“ e (1)
dl S Vil 4 yew fow o a (2)
u . di _ 3
Vi ottt e (3)
g . 0.7 x 14.3 -5 _
Beta lipoproteina = ——m——— = 2 1 =3
pop. 100 x 2200 2.0x10 “cm“Volts seg
) - _ 1.2 x 14.3 -5 2 |
Pre-beta lipoproteina = 5007y 1400 = 3.5x10 °cm“Volts seg
. - - 2:0x 14.3 =5 - -
Alfa llpoprotema = m =5.9x 10 cmZVolts seg 1
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TABLA DE MOVILIDADES ELECTROFORETICAS

Componentes lipoproteicos Movilidades electro- . Amplitud del

del suero tipo Ila foréticas 1075 Volts ™1 del arco
seg‘1 cm

Beta lipoproteina 2.0 2.0

Pre-beta lipoproteina 3.5 1.0

Alfa lipoproteina 5.9 1.2

Valores obtenidos de los sueros de S personas con el

tipo Ila.
FIGURA 8

LTLPQ I

Este .tipo se caracteriza por la presencia de dos com
ponentes en la region de las LMBD ( pre-beta lipoproteina ); uno_
LMBD normal y otro lipoproteina anormal con caracteristicas de -
Apo-LBD.

Esta alteracion conocida como Beta amplia produce un

patron inmunoelectroforético muy singular.

Se observa la difusion de la beta anormal a la zona_
Pre-beta produciéndose una reaccion de inmunoprecipitacion inten

sa en esta zona.

Lo mas interesante de este patrén es el arco de pre-
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cipitacion tan caracteristico de la beta anormal; el cual migra de
la zona beta a la pre-beta. Se determiné su movilidad electrofo
rética y fue idéntica a la de la pre-beta (3.5 cm2 volts ™1 seg-l),
la amplitud del arco fue mayor ( 2.2 cm ) a la de la pre-beta, la

cual en este tipo se encontré aumentada.

La beta lipoproteina y la ore-beta lipoproteina se en-
contraron con sus movilidades electroforéticas normales aunque en

menor concentracion la primera. Ver figura 9.

FIGURA 9
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TIPO 1III
MOVILIDADES ELECTROFORETICAS'
' Bela anoemal
N‘\ |
! 1
\
)
1

o ‘.
1 :
I A 1.3 T = [an |

2 20 <m

Determinacion de las movilidades electroforéticas

Foérmula: d = !i_u (1)
dl = Vwu Fwoa om o ow o e o (2)
- dl
u T otme—— Ly e b om o w 3
vVt (3)
; . - 0.4 x14.3 _ -5 2 - -
Beta 1 tei S ke O 1 1
eta lipoproteina 200 x 2400 1.1 x 10 “cm“Volts Seg
g : - - 1.2 x 14.3 _ -5 .2 -1 -1
Pre-beta lipoproteina 200 x 2400 3.5 x 10 “em™Volts “seg
1.2 x 14, - - -
Beta anormal 5 e XD =3.5x 10 5Cm2Volts lseg 1
200 x 2400
2.0 x 14.3

Alfa lipoproteina 5.9x107° - Volts-lseg'l

200 x 2400
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MOVILIDADES ELECTROFORETICAS

Componentes lipoproteicos Movilidades electrofo- Amplitud
del suero tipo III réticas lO-SCTZVOltS -1 del arco
seg” cm
Beta lipoproteina 1.1 Le7
Pre -beta lipoproteina 3.5 1.9
Beta anormal 3.5 2.2
Alfa lipoproteina 5.9 1.2

Valores obtenidos del suero de una persona del tipo III

FIGURA 10
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LIPIDOS EN SANGRE TIPO 1V

No. Sexo Edad Lipidos Triglicé- Coleste- BETA PRE-BETA ALFA

totales ridos rol

mg%  mgR mg% % % %
1 F 38 2280 970 362 45.30  30.10  24.60
2 F 43 1870 380 300 44.44  40.74 14.82'
3 F 55 1807 380 300 44.44  40.74  14.82
4 F 50 1750 812 250 33.54  58.70 7.74
5 F 50 1655 740 255 23.30  72.83 3.87
6 F 48 840 226 198 9.63  87.95 2. 40
7 M 39 2000 880 320 46.00  38.00  16.00
8 M 25 1655 738 255 11.11 88.80  0.00
9 M 46 1211 296 204 44.80  41.40  13.80
10 M 55 967 148 284 50.00  22.90  27.10
11 M 65 940 190 190 44.70  31.90  17.40
12 M 48 800 220 225 48.38  30.64  20.96
13 M 44 762 220 225 56.52  28.98 14.49
14 M 45 756 219 219 64.50 29,00 6.50
15 M 47 756 219 220 53.30  34.60  11.90
16 M 30 499 105 156 56.60  23.30  20.10




- 103 -

TIPO v

Este tipo se caracteriza por un aumento de la pre-be
ta lipoproteina, su movilidad electroforética no varia pero la am-
plitud y su afinidad por el colorante de Suddn ( Rojo 7B ) se incre
menta.

Al reaccionar la beta y la pre-beta con el suero anti
humano polivalente se observa la reaccion de identidad parcial; -

ver figura11.

El suero tipo IV al reaccionar con el suero anti-beta
lipoproteina da una reaccion inmunoquimica muy intensa, en la zo_
na pre-beta se observa casi una duplicacién del arco; €ste compren
de la zona beta y casi la totalidad de la pre-beta dando una reac-

cion de identidad ( 11 y 13 ).

Este fenémeno se observé en el caso de una persona
( EIC ) que por electroforesis no revel pre-beta lipoproteina y --
que al analisis inmunoelectroforético utilizando suero especifico an_
ti beta lipoproteina se produjo un arco correspondiente a la beta li
poproteina que en su extremo anddico se subdividid en 2 lineas;una
de ellas correspondié al determinante antigénico en comin de la -
pre-beta que habfa reaccionado levemente y la otra al determinan-
te antigénico de la beta lipoproteina. ( Ver figura 14 ); la cual al
aumentar la concentracién de la pre-beta también lo hace la ampli

tud del arco ( ver . figura 11 ).
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—.beka\ Re- \ae\'i
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1,

.mevnorrer.'\ acion ntensa con svevo awh -befa

Aq»fro*&\;\k ! (Reaceism e idevtidad) .

Patrén inmunoelectroforético de lipoproteinas obtenido
con suero anti humano polivalente ( parte superior ) al reaccionar
la beta y la pre-beta se observa la reaccion de identidad parcial.
Tincién con Rojo Ponceau S.  Obsérvese un aumento en la ampli

tud y afinidad al colorante.
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TIPO IV

MOVILIDADES ELECTROFORETICAS

/_m—:'\
) ‘ ,
’ \
o ' '
“ SR L s
Oy () Cm

= 1= T=. JTa )

Determinacion de las movilidades electroforéticas

Vtu
Formula: d = 1 (1)
dl = Vw (2)
u = %t— ...... 2w s (3)
Beta lipoproteina = gbé—;%ﬁ B 1.1x10'5cm2Volts'ls,3.g'1
Pre -beta lipoproteina = %%:03 = 3.5x10'5cm2Volts_lseg'1
Alfa lipoproteina = go.%—;% = 5,9 % lO-ScmZVolts'lseg-l
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MOVILIDADES ELECTROFORETICAS

Componentes lipoproteicos Movilidades electrofo- Amplitud

del suero tipo 1V réticas 1075 cm Volts ™ del
seg” arco cm

Beta lipoproteina 1.1 1.3

Pre-beta lipoproteina 3.5 1.7

Alfa lipoproteina 5.9 I.2

Valores obtenidos del suero de 16 personas del tipo -

Iv.

FIGURA 12

FIGURA 13
Patron inmunoe lectroforético de lipoproteinas del tipo
IV en la parte central se encuentra reaccionando con suero anti--
beta, obsérvese la amplitud del arco que comprende la zona beta y
abarca casi la totalidad de la pre-beta dando una reaccion de iden-

tidad.
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3,5 Anodo

-B\- eicc{'-ro&eve 2SN -reve\c'- ’Rg—\)g‘t‘a
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‘\W\evé\'o de \a concenXcacion de ay\*(%zng
(5\)0(0 avh- ‘g‘\'oo 3

FIGURA 14

Patron inmunoelectroforético de lipoproteinas obtenido
con suero especifico anti beta lipoproteina, en la parte superior se
utiliz6 como antigeno el suero de EIC que no tenia por electrofore
sis pre-beta lipoproteina y en la parte inferior un suero normal. -
Obsérvese el arco correspondiente a la beta lipoproteina y su extre

mo anddico el cual se subdivide en 2 lineas. Tincién Rojo Ponceau S.
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TIPO \

Se caracteriza por el incremento de la pre-beta lipo-

proteina y la presencia de quilomicrones.

Quilomicrones. - Normalmente no existen en el suero

normal; aislamiento y caracterizacion: el suero obtenido en ayunas
. o :

se dejo en reposo a 4 C durante 24 horas, para.apreciar la capa

que sobrenada debido a los quilomicrones.

Se tomaron 2 ulde esa capa y se efectué el analisis_
inmunoelectroforético este revelé que los quilomicrones no fueron
aislados libres de contaminaciones y que también se encontraban -
proteinas y lipoproteinas séricas. Debido a la composicion quimi
ca rica en grasas neutras estos se tifien intensamente con el colo-
rante Rojo 7 B; la imagen electroforética ofrece solo una mancha -
en el origen la cual tiene afinidad por los colorantes para lipidos_

y no se tifie para proteinas ( Fig. 17 ).

No hubo reaccion inmunoquimica. Esto se deduce por
que no hubo formacién de arcos de precipitacion; el que.no se lle-
ve a cabo la reaccidn de precipitacion antigeno-anticuerpo implica

que los quilomicrones no son antigénicos.

En la region de las LMBD se encuentra un arco de



- 109 -

precipitacion que se identifica como pre-beta lipoproteina con una
movilidad normal pero mayor amplitud y afinidad por el colorante

Rojo 7 B. Ver figura 15.

LIPIDOS EN SANGRE

No. Paciente Edad Sexo Colesterol Lipidos Triglicé- Beta Pre-beta Alfa
total mg% totales ridos

mgk  mgk % % %

1 D 47 M 294 2976 2050 5.0 87.7 7.3

2 LC 35 M 280 2380 1050 - ' 90.0 10.0

Presencia de quilomicrones.
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FIGURA 15

Patrén inmunoelectroforético de lipoproteinas obtenido
con suero anti-humano polivalente usando como antigeno un suero_
tipo V; obsérvese la parte superior donde los quilomicrones perma
necen en el punto de aplicacién y no hay formacién de arco de pre

cipitacién.’ Bt Re-beta
?gsictu'n +

=

QW‘OM!Crvncs (k.m\'o de ori%ﬁ)
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TIPO \

MOVILIDAD ELECTROFORETICAS

]
)
0 | 1
o 1
o4 1.2 2.0 =m
¥ | = ote A,

Determinacion de las movilidades electroforéticas

Formula: d = ltlll- . W m W W W W (1)
dl = Vtu e e o s e & & @ s » (2 )
u = g—— 3
Vi G mowm W N E W § (3)
. 0.4 x 14.3 -
Beta lipoproteina = 200 x 2400 - 1.1 x 10 Scmzvc’hs—lseg'l
< o 1.2 % 14,3 - 2 - "
Pre -beta lipoproteina -m = 3.5x 10 5cm Volts lseg 1
: . - 2.0x14.3 _ -5 2 =
Alfa lipoproteina = 300 x 2200 5.9 x 10cm“Volts  geg~!
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MOVILIDADES ELECTROFORETICAS

Componentes lipoproteicos Movilidades elec2trofo- Amplitud del

del suero tipo V réticas 10' Volts ™1 arco
cm

Beta lipoproteina 1.1 1.3
Pre-beta lipoproteina 3.5 1.7
5.9 1.2

Alfa lipoproteina

Quilomicrones Punto de origen

Valores obtenidos de los sueros de 2 personas con el

tipo V

FIGURA 16

Patr6n inmunoelectroforético de lipoproteinas del tipo

V obtenido con suero anti humano polivalente. Tinci6n para pro-
tefnas con Rojo Ponceau S, obsérvese como los quilomicrones no -

se tifien; la pre-beta lipoproteina estd incrementada.
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VARIANTE DEL TIPO III

En u;z paciente al efectuar la electroforesis se obtuvo
un patrén tipo III ( fig. 19 ) y presencia de quilomicrones, por lo
que nos interesd realizar el andlisis inmunoelectroforético; el cual
nos reveld la presencia de 2 componentes en la region pre-beta 1i
poproteina, uno LMBD normal y otra LBD anormal, ver figura 18.
La LBD anormal produce un arco de precipitacion que difunde de
la zona beta a la pre-beta; los quilomicrones normalmente no mi-
gran en acetato de celulosa y la anormalidad de este patrén radica

en la movilidad de ellos.

En la paciente ya que se encontrd una movilidad de -
alfa; globulina se hizo una segunda determinacién inmunoelectrofo
rética, después de que el paciente se le di6 tratamiento medica--

- mentoso. En esta segunda determinacién encontramos una movili
dad de los quilomicrones en la region de las a].fa:z globulinas, Ver
figuras 18 y 20. Probablemente la movilidad de los quilomicro--
nes se deba a una carga eléctrica neta inducida por un aumento de
la concentracion de beta lipoproteina en su composicion; como lo -
demuestra la teoria sobre la sintesis de quilomicrones en donde el
pequefio componente proteico de ellos ( péptido de LBD ) parece --

ser esencial para su formacién y funcion.
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Ademads del mecanismo de sintesis se sugiere la defi
ciencia de la lipasa lipoproteica que impide la remocion de los --
quilomicrones debido a que se disminuye la disponibilidad de insu
lina *.

LIPIDOS EN SANGRE

No. Paciente Edad Sexo Coleste- Lipidos Triglicé- Electrofore

rol to-- totales ridos sis
tal mg% mgy% mgy %

1 DSM 44 F 970 6870 5100 Beta amplia
86.3
quilomicro-
nes 13.7

- Diagnéstico Diabetes mellitus e Hipertension.
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FIGURA 18

Patron inmunoelectroforético de lipoproteinas de una
variante del tipo III; la cual consiste en la movilidad electroforé -
tica de alfa2 de los quilomicrones, normalmente los quilomicro--

nes no migran en acetato de celulosa.



FIGURA 19

Patron electroforético

VARIANTES DEL TIPO III

MOVILIDADES ELECTROFORETICAS
Jela, anormal

Determinacion de las movilidades electroforéticas.
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Foérmula: d R PN (1)
dl = Vtu i v R E 3 & e (2)
dl
u = 3
i (3)
0.4 x 14.3

"
"

1.1 x 10 5cm2volts ™ __ -1

Beta lipoproteina
a 1pop 200 x 2400 seg

. . . 1,2 x 14,3 _ 59 <1 -
- | e . 1
Pre -beta lipoproteina 200 x 2200 3.5 x 10 Ycm®Volts “seg
. 1,2x14.3 _ -5 2 -1 =]
1 = ==z 3, 1
Beta ano;ma 200 x 2400 3.5 x 10 “cm®Volts “seg
. o . 2.0x 14.3 =5. .2 -1
Alfa lipoproteina = =———="= =59 x 10 cm =1
pop 200 x 2400 Volts “seg

MOVILIDADES ELECTROFORETICAS

Componentes lipoproteicos Movilidad electrofo-_ 1 Amplitud del

del suero variante tipo IIl réticas. lO:?Volts arco
seg cm

Beta lipoproteina 1.1 1.7

Pre-beta lipoproteina 3.5 1.9

Beta anormal 3.3 2.2

Quilomicrones alfa2 =

Alfa lipoproteina 5.9 1.2

Valores obtenidos del suero de una persona de una va
riante tipo III

FIGURA 20
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DISCUSION

Al pensar en la adaptacion de la técnica de inmuno--
electroforesis de proteinas aplicada a la determinacién de las li--

poproteinas sabfamos que ibamos a tropezar con varias dificulta--

des, tales como:

ANALISIS INMUNOCELECTROFORETICO DE LIPOPROTEINAS EN - -
ACETATO DE CELULOSA

Técnicas de aislamiento e iden- Factores determinantes
tificacion
ELECTROFORESIS pH
fuerza ionica Posicion de
tamafio del poro [los arcos de
\adsorcién \precipitacién
INMUNODIFUSION jMedio de difusion§Fenémeno de

\Temperatura \Leeseging

Antigenicidad

Concentracion 6ptima del antigeno

Concentracién optima del anticuerpo
REACCION DE PRECIPITACION

Distancia entre la aplicacion del

antigeno y el canal del anticuerpo

REMOVER EL MEDIO DE DI- $Solvente organico Extrae los lipidos;
FUSION y lipoproteinas

LAVADO Precipitados inespecificos
Movilidad electroforética [Determi-
Especificidad inmunoqui- } nacion
mica

REACCIONES DE CARACTERI- del nimero
ZACION ’ de componen
tes. -
Afinidad por ciertos Temperatura
colorantes ‘
ACLARAMIENTO Fijador

INTERPRETACION E IDENTIFICACION DE LOS CONSTITUYENTES
LIPOPROTEICOS
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Estas variantes, una vez estudiadas nos proporciona-
ron la forma de hacer las modificaciones siguientes: medio de so
porte corriente con voltaje constante y colorante especifico para li'
pidos. Sin embargo no resulté satisfactoria, ya que los arcos de

precipitacion correspondientes a las fracciones lipidicas no apare--

cian; dnicamente aparecia uno en la region de las beta globulinas.

Debido a las dificultades encontradas, requeria ser -
modificada para la obtencion de una técnica adecuada para la de--

terminacion de lipoproteinas.

Primero se trato de modificar el tiempo de enjuague
de la membrana con éter de petrdleo, disminuyendo el tiempo a la
mitad pero no se consigui6 evitar la deslipidacién. El siguiente
paso fue cambiar el medio de difusi6n para no utilizar el éter de_
petrdleo; los medios de difusion experimentados fueron: camara -
himeda y glicerol con sus respectivos solventes. Los resultados

obtenidos se muestran en la Tabla 1.
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TABLA 1
Membrana Medio de Disolvente  Tiempo  Observaciones
difusion

1 Aceite -mineral éter-petréleo 60" Decoloracién par--
cial de los arcos, -
se encontrd un arco
en la zona beta glo
bulinas.

2 Aceite-mineral éter-petréleo 65" Semejante a la pri-
mera membrana.

3 Aceite-mineral éter-petroleo 75" Decoloracion total
de los arcos.

4 Aceite -mineral éter-petroleo 80" Decoloracion total

5 Aceite-mineral éter-petroleo 100" Caracteristicas se-
~mejantes a las mem
branas 3,4 y S.

6 Glicerol-agua agua - Se disolvi6 la mem-
brana y el antisuero
no reacciond

7 Camara himeda  agua - No hubo una buena
inmunodifusién

8 Aceite -mineral éter-petroleo 15" Decoloracion de los

arcos.

Posteriormente al notar que el exceso de éter de pe-

troleo disolvia los lipidos y posiblemente las lipoproteinas e impe

dia la formacion de arcos de precipitacion y la tincion de las - -

fracciones lipoproteicas era necesario encontrar un solvente - - -

"IDEAL" que no extrajera los lipidos, pero que a la vez disolviera

el aceite mineral ( medio de difusion ).
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Después de utilizar diferentes solventes como: bence -
no, alcohol, isopropilico y tolueno; decidimos utilizar el tolueno -
ya que en los extractos de ellos se determind colesterol siendo es
te un extracto que no presentd reaccion colorida que demostrara -
la presencia de colesterol, debido a esto fue el utilizado para la_

remocion del medio de difusién ( aceite-mineral).

Asi pues, el tolueno reunia una de las dos cualidades
del solvente ideal; la otra se demostraria al realizar la inmuno--

electroforesis de lipoproteinas.
CONCENTRACION DEL ANTIGENO Y EL ANTICUERPO

Las lipoproteinas son antigenos que se encuentran en
el suero en baja concentraci6n, por lo que se requeria una mayor
aplicacion de antigeno ( suero ) y asi hacer mds visible la reac--
cién antigeno-anticuerpo ( region de las beta lipoproteinas, de la_

pre-beta y alfa lipoproteina ).

Esta fue encontrada después de variar las concentra-
ciones de suero y anti-suero, la concentracion Optima fue la de -
2 ul y 30 ul de suero anti-humano polivalente y 20 ul de suero --

anti-beta lipoproteina.
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SOLUCION COLORANTE

Al comenzar el estudio el colorante usado fue el Rojo
Oleoso, pero no se obtuvo una buena tinci6n, probablemente se de
ba a que el arco de precipitacién contiene tanto el antigeno como_
el anticuerpo, predominando los anticuerpos. Es decir, que la -
cantidad de lipidos presentes en los arcos de precipitacion es me-

nor que en la electroforesis de lipoproteinas.

Utilizamos diferentes colorantes de la familia de los_
sudanes, variando diversos factores como: preparacion ( relacion
de solventes alcohol-agua ), tiempo de incubacion e inclusive la -
adicion de sustancias fijadoras del colorante como: acido sulfosali
cilico e hidréxido de sodio con el fin de coagular las proteinas y
asi fijar el colorante, ya que éste tiene una accién muy enérgica_

( corrosiva ) y destruye las membranas.
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TABLA 2

Colorante

Preparacion

Decolorante Tiempo de
incubacion

Resultado

Rojo oleoso

Suddn Negro BCantidad de -

Sudan Negro

Sudan 1V

Rojo 7B,

Rojo 7Bb

Rojo 7B,

Rojo 7By

Metanol 70 ml

Agua 30 ml al 2% con
0.1g de colo- acido acéti-
rante co al 15 ¢
Etanol 60% 2- 4 hrs.
colorante a
saturacion
con etanol 60%
160 ml de Su- Etanol 60% 2- 4 hrs
dan negro y
0.1 ml de
NaOH al 30%
Cantidad de Etanol 60% 2- 4 hrs
colorantes a
saturacion con
etanol al 60%
150 mg de co- Hipoclorito 6-24 hrs
lorante,30 ml al 2 @
etanol 60 ml de
etilen glicol
60 ml de NaOH
0.1 g de colo- Hipoclorito 6-24 hrs

rante, 70 ml de
metanol y 30 ml
de agua (reflujo)

al 2%

0.1 g de colo- Hipoclorito 16-24 hrs
rante, 70 ml de al 2% con -

etanol y 30 acido acético;

ml de agua al 15%

( reflujo ). ;

0.1g de colo- Hipoclorito 16-24 hrs

rante,70 mlde al 1% con -
etanol, 10 mlde acido acéti
ATCA al 3%, co al 15%
20ml de acido
sulfosalicilico

Hipoclorito 16-24 hrs.

No satisfactorio

No satisfactorio,
tincion de todas
las fracciones

No satisfactorio

No satisfactorio

Buena tincion
pero destruc-
cion de la --
membrana.

No satisfactorio

SATISFACTORIO

No satisfactorio




RESUMEN Y CONCLUSIONES
RESUME N

1. Se hace una breve historia sobre el analisis in
munoelectroforético en diferentes medios de soporte, descripcién
de los principios de electroforesis y la inmunodifusion. Enfasis
en la reaccion de precipitacion especifica y en los factores que la
determinan, asi como las bases para la identificacion y caracteri’
zacion de los constituyentes proteicos y lipoproteicos de acuerdo a
sus propiedades inmunoquimicas, electroforéticas y afinidad por -

ciertos colorantes.

2. Generalidades de lipoproteinas mencionando el -
aspecto inmunoquimico: aislamiento y caracterizacion de la por- -
cion proteica, demostracion de la heterogeneidad molecular de las

lipoproteinas y sus variantes genéticas.

Clasificacion de las hiperpoproteinemias prima-

rias segin Fredricksony Lees.
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3. Descripcion del material biolégico empleado; mé
todos de determinacion de lipidos totales, colesterol, triglicéridos
y electroforesis de lipoproteinas; mencionando los reactivos, pro-

cedimientos y calculos empleados.

Desarrollo de la adaptacion de la técnica "inmu
noe lectroforesis de proteinas en acetato de celulosa™ a la determi_

nacion de lipoproteinas.

4. Se reportan los resultados obtenidos en 32 per-
sonas aparentemente sanas y en 25 personas con alteraciones de_

lipidos.

5. Identificacion e interpretacion de los constitu- -
yentes proteicos y lipoproteicos; se determinan las 4 clases de li
poproteinas por regiones electroforéticas y se hace un breve ana-
lisis de cada una de ellas de acuerdo a su aislamiento, afinidad -

por el colorante Rojo 7B.
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Patrones normales inmunoelectroforéticos de lipoproteinas

Suero anti- Suero anti- Movilidad Afini- Imagen inmu-
humano po- beta lipo-- electrofo dad al noelectroforé -
livalente proteina.  rética. Rojo 7B tica
Pre-beta * S 3.9 Arco incurvado
(nativa) alfa2 cerca del canal
Beta + + O | Arco que co- -
(nativa) beta mienza casi en
el punto de ori-
gen no es muy -
incurvado' y que
da lejos del ca-
nal
= :
Alfa * = 5.9 = No es muy incur
vado
6. Determinacién de los patrones inmunoe lectroforé

ticos seglin Fredrickson de las hiperlipoproteinemias.

Suero anti-

humano po beta lipopro del lidad

Suero anti- Conc. Movi- Amplitud Afinidad
del al

livalente. ~  teina antig. arco Rojo 7B
TIPO 1 = - - origen ety
(no fueron
aislados)
TIPO I, +4% e s
Beta ¥ + 4 ++ 2.0 mayor + Y%
(nativa)
Pre -beta g1 ¥ T 55 menor T Y%

(nativa)
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Suero anti- Suero anti- Conc.

Movi- Amplitud Afinidad

humano po- beta lipo-- del lidad del al

livalente proteina.  antig. arco Rojo 7B
TIPO III
Beta e X 4+ 1.1 normal +
(nativa)
Pre -beta A ¥ + 3.5 normal o
(nativa) o

aumentada
Beta-anormal ++%t + *¥ 3.5 mayor + ¥
( nativa )
TIPO 1V
Beta ¥ Y + 1.1 menor 3
(nativa) -
Pre-beta &% F *¥+3.5 mayor ket 3
( nativa )
TIRQ 'V
Quilomicrones - — — origen — HEra N
(no fueron ais-
lados )

Pre -beta + X 4++4% 3.5 mayor ¥
( nativa )
Beta 1.1 normal e
( nativa ) i Ll + o

disminuida




CONCLUSIONES

1. Por lo anteriormente expuesto, podemos concluir
que la técnica adaptada por nosotros si reune las caracteristicas -
adecuadas, para efectuar el estudio inmunoquimico de las fraccio--

nes lipoproteicas.

2, El colorante Rojo 7 B presenta ventajas sobre -

los otros colorantes ensayados.

3, La técnica adaptada es un método semicuantita-
tivo que si puede utilizarse en el laboratorio de bioquimica clinica
especializado como ayuda; ya que abre un campo para la investiga
cion de los trastornos del metabolismo lipidico y diferencia en --
forma objetiva las fracciones lipoproteicas anormales, como lo de
muestran las figuras 11 y 18 correspondienteé a los patrones IV y

III de Fredrickson.
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